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desafiados com 2,5 mg/kg de ioimbina ou salina 30 minutos antes da 
administração de 2,0 g/kg de etanol ou salina (página 77). 
 
Figura 14 - Fotomicrografia ilustrando ausência de imunorreatividade no teste 
de expressão de ΔFosB de animais tratados com salina + 2,0 g/kg de 
etanol, por 14 dias, nas regiões do (A e B) córtex piriforme e (B) estriado 
(caudado putamen) e núcleo accumbens(página 82). 
 
Figura 15 - Fotomicrografia ilustrando imunorreatividade positiva para a 
expressão de ΔFosB após uma dose aguda de 2,0 mg/kg de 
metanfetamina (i.p.) do tecido controle positivo, nas regiões do (A e B) 
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córtex piriforme e (B) estriado (caudado putamen) e núcleo accumbens 
(página 83). 
 
Figura 16 - Fotomicrografia ilustrando imunorreatividade presente na 
expressão de NPY de animais tratados com salina combinado com 2,0 
g/kg de etanol, por 14 dias, (A e B) na região do hipotálamo (página 84). 
 
Figura 17 - Atividade locomotora (média ± E.P. – contagens em 15 minutos) 
dos camundongos após o tratamento com 2,0 g/kg de etanol ou salina 
(i.p.) associado com 10 mg/kg de SB334867-A ou veículo, nos testes 1, 7 
e 14 (página 86). 
 
Figura 18 - Verificação histológica do local da administração no córtex pré-
límbico dos animais que receberam SB334867-A ou veículo e foram 
submetidos ao teste de restabelecimento da busca pelo etanol, de acordo 
com o atlas de Paxinos e Watson (2007) (página 104). 
 
Figura 19 - Resposta com razão fixa 3 (FR3) para etanol ou água de ratos 
treinados durante 7 semanas (A) antes do procedimento cirúrgico e 
testados novamente durante 5 dias (B) após a cirurgia para implantação 
de cânulas intra cerebral (página 106). 
 
Figura 20 - Efeito da administração (A) intra-PLC (B) ou do controle anatômico 
do SB334867-A ou veículo durante o teste de restabelecimento da busca 
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pelo álcool na resposta FR3 para etanol ou água e comparação do seu 
comportamento com a extinção (página 108). 
 
Figura 21 - Verificação histológica do local da administração no córtex pré-
límbico dos animais que receberam SB334867-A ou veículo e foram 
submetidos ao teste de restabelecimento da busca pela sacarose, de 
acordo com o atlas de Paxinos e Watson (2007) (página 110). 
 
Figura 22 - Resposta com razão fixa 3 (FR3) para sacarose ou água de ratos 
treinados durante 4 semanas (A) antes do procedimento cirúrgico e 
testados novamente durante 8 dias (B) após a cirurgia para implantação 
de cânulas intra cerebral (página 111). 
 
Figura 23 - Efeito da administração intra-PLC do SB334867-A ou veículo 
durante o teste de restabelecimento da busca pela sacarose na resposta 
FR3 para a sacarose ou água e comparação do seu comportamento com 
a extinção (página 113). 
 
Figura 24 - Verificação histológica do local da administração na área tegmental 
ventral dos animais que receberam SB334867-A ou veículo e foram 
submetidos ao teste de restabelecimento da busca pelo etanol, de acordo 
com o atlas de Paxinos e Watson (2007) (página 116). 
 
Figura 25 - Efeito da administração (A) intra-VTA (B) ou do controle anatômico 
do SB334867-A ou veículo durante o teste de restabelecimento da busca 
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pelo álcool na resposta FR3 para etanol ou água e comparação do seu 
comportamento com a extinção (página 117). 
 
Figura 26 - Representação esquemática do sistema orexinérgico. Neurônios 
que expressam orexina (pontos) se projetam amplamente por todo o 
cérebro, modulando diversas funções fisiológicas (página 121). 
 
Figura 27 - Modelo hipotético, baseado em estudos prévios, sobre a 
modulação dos sistemas orexinérgico e noradrenérgico sobre a 
neurotransmissão dopaminérgica e glutamatérgica do circuito 
recompensatório mesocorticolímbico (página 129).  
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RESUMO 
 
A dependência de drogas, dentre as quais ao álcool, envolve complexos 
processos fisiológicos e pode ser caracterizada não somente por suas 
propriedades comportamentais e fenotípicas, mas também pelas várias 
adaptações celulares e moleculares associadas ao seu uso repetido. Neste 
estudo avaliamos a manipulação farmacológica de dois sistemas de 
neurotransmissão utilizando dois modelos animais para avaliação dos efeitos 
reforçadores do etanol. Na primeira etapa deste estudo, avaliamos os efeitos 
da administração de drogas que atuam nos sistemas noradrenérgico ou 
orexinérgico sobre o desenvolvimento e expressão da sensibilização 
comportamental. A prazosina (um antagonista alfa1-adrenérgico) e a ioimbina 
(um antagonista alfa2-adrenérgico) reduziram os níveis de atividade dos 
animais durante o desenvolvimento e também na expressão da sensibilização 
ao etanol. A fenilefrina (um agonista alfa1-adrenérgico) reduziu os níveis de 
atividade somente na expressão. O SB334867-A (um antagonista de receptor 
de orexina tipo 1) não modificou a atividade locomotora dos animais. Na 
segunda etapa deste estudo, avaliamos o papel do receptor de orexina tipo 1 
do córtex pré-límbico e da área tegmental ventral, em um modelo de 
restabelecimento da busca pelo etanol. A administração de SB334867-A intra 
córtex pré-límbico ou intra-área tegmental ventral reduziu o restabelecimento 
da busca dos animais pelo álcool, mas não pela sacarose. Os resultados do 
presente estudo sugerem que estes dois sistemas participam modulando a 
principal via de recompensa cerebral e que manipulações farmacológicas 
podem interferir na busca pelo álcool e nos comportamentos relacionados aos 
seus efeitos reforçadores, que poderão servir de base para futuras ações 
terapêuticas. 
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1. INTRODUÇÃO 
O processo de desenvolvimento de dependência de substâncias 
psicoativas transcende em muito os problemas comportamentais decorrentes 
do seu consumo abusivo. Ele leva a um estado de crônicas recaídas e a um 
padrão de comportamento de uso compulsivo e fissura pela droga que afetam 
muitas atividades do cotidiano. De acordo com os critérios do Diagnostic and 
Statistic Manual of Mental Disorders IV (DSM-IV), a dependência de uma droga 
é um transtorno caracterizado por um padrão mal-adaptativo do uso da 
substância, levando a prejuízos ou sofrimentos clinicamente significativos, 
caracterizando-se por três (ou mais) dos seguintes critérios, que ocorrem a 
qualquer momento em um período de 12 meses: “(1) tolerância, definida por 
qualquer um dos seguintes aspectos: (a) necessidade de quantidades 
progressivamente maiores da substância, para obter a intoxicação ou o efeito 
desejado; (b) acentuada redução do efeito com o uso continuado da mesma 
quantidade de substância; (2) abstinência, manifestada por qualquer dos 
seguintes aspectos: (a) síndrome de abstinência característica para a 
substância; (b) a mesma substância (ou uma substância estreitamente 
relacionada) é consumida para aliviar ou evitar sintomas de abstinência; (3) a 
substância é frequentemente consumida em maiores quantidades ou por um 
período mais longo do que o pretendido; (4) existe um desejo persistente ou 
esforços malsucedidos no sentido de reduzir ou controlar o uso da substância; 
(5) muito tempo é gasto em atividades necessárias para a obtenção da 
substância, na utilização da substância ou na recuperação de seus efeitos; (6) 
importantes atividades sociais, ocupacionais ou recreativas são abandonadas 
ou reduzidas em virtude do uso da substância; (7) o uso da substância 
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continua, apesar da consciência de problemas físicos ou psicológicos 
persistentes ou recorrentes que tende a ser causados ou exacerbados pela 
substância” (A.P.A., 1994). 
Muitos indivíduos experimentam drogas potencialmente aditivas, mas a 
minoria deles se torna dependente, uma vez que o uso da droga por si só não 
induz à dependência de droga. Uma das questões chave na pesquisa em 
droga adição1 é como um indivíduo suscetível faz a transição do uso casual 
para o uso compulsivo? Mecanismos celulares e moleculares associados ao 
uso repetido da droga produzem alterações em longo prazo em determinadas 
funções neurais, podendo remodelá-las. Estas mudanças podem explicar como 
o risco de recaídas de um indivíduo em um estado livre das drogas pode 
persistir mesmo após anos sem o seu uso, e também como pistas ambientais 
relacionadas às drogas são capazes de influenciar tal comportamento. Com o 
objetivo de elucidar o mecanismo de transição do uso recreativo para o aditivo, 
pesquisas são direcionadas na identificação e caracterização de sistemas 
cerebrais que medeiam os efeitos recompensatórios das drogas aditivas e 
como estes sistemas cerebrais são modificados com o uso das drogas. 
O consumo prejudicial do álcool é responsável por mais de 2 milhões de 
mortes anuais, decorrentes de acidentes ou doenças decorrentes seu 
consumo. De acordo com a Organização Mundial de Saúde (OMS), 55% da 
população adulta já consumiu algum tipo de bebida alcoólica pelo menos uma 
vez na vida (W.H.O, 2011). Segundo o I Levantamento Nacional sobre os 
Padrões de Consumo de Álcool na População Brasileira, no Brasil, realizado 
entre os anos de 2005 e 2006 foi observado que 52% dos brasileiros acima de 
                                                     
1
 Neste texto os termos dependência de drogas e droga adição serão utilizados como sinônimos. 
____________________________________________________________ Introdução 
 4 
 
18 anos bebem pelo menos uma vez ao ano. Dentre estes, 60% são homens e 
41% são mulheres, sendo que, dentro desta subpopulação citada, 60% dos 
homens e 33% das mulheres consumiram cinco doses ou mais na ocasião em 
que beberam no último ano. Considerando-se os homens adultos, 11% bebem 
todos os dias e 28% consomem bebidas alcoólicas de uma a quatro vezes por 
semana. O estudo também revelou que do total da população com 18 anos ou 
mais, 15% apresentam um padrão de consumo considerado “uso nocivo” e 9% 
podem ser considerados dependentes de bebidas alcoólicas (Laranjeira et al., 
2007). 
 West (2001) descreveu as diversas teorias pelas quais a ciência vem 
tentando explicar como indivíduos se tornam dependentes de substâncias. 
Algumas delas se baseiam nos efeitos da retirada das drogas, outras que 
focam em fatores individuais de vulnerabilidade e há também as que se 
concentram nas influências ambientais. Dentre estas se destaca a teoria da 
sensibilização ao incentivo proposta por Robinson e Berridge (1993; 2001; 
2008). Esta a teoria pode ser resumida em quatro pontos principais: “(1) as 
drogas potencialmente aditivas têm a habilidade de produzir mudanças de 
longo-prazo na organização cerebral; (2) dentre os sistemas do cérebro que 
são modificados destacam-se aqueles que normalmente estão envolvidos nos 
processos de motivação e recompensa; (3) as neuroadaptações associadas à 
adição geram um sistema recompensatório hipersensível (“sensibilizado”) às 
drogas ou aos estímulos associados à droga; (4) os sistemas cerebrais 
sensibilizados não medeiam os efeitos prazerosos ou eufóricos das drogas 
(conhecidos como drug ‘liking’), mas medeiam um subcomponente da 
recompensa que é denominado ‘saliência do incentivo’ ou ‘drug wanting’” 
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(Berridge, 1996; Berridge e Robinson, 1998; Berridge e Valenstein, 1991; 
Berridge et al., 1989; Robinson e Berridge, 1993; Robinson e Berridge, 2001).  
 Baseados nesta teoria, os autores postulam que o processo de aumento 
da saliência do incentivo pode ser responsável pelo comportamento de busca e 
consumo da droga, também caracterizado como “desejo pela droga” ou drug 
‘wanting’. Com isso, estando o sistema neural sensibilizado, o processo da 
saliência do incentivo produziria um padrão compulsivo de busca pela droga 
(Robinson e Berridge, 1993). Além disso, acredita-se que a persistente 
sensibilização neural facilita que indivíduos dependentes se tornem 
susceptíveis a uma recaída mesmo após um longo período sem o uso da 
droga.  
 
Efeitos reforçadores positivos e negativos das drogas de abuso 
As principais razões pelas quais as pessoas se tornam dependentes de 
álcool ou outras drogas de abuso estão ligadas às suas propriedades 
reforçadoras positivas e/ou negativas. Acredita-se que as propriedades 
reforçadoras positivas ou negativas das drogas poderiam estar associadas aos 
distúrbios comportamentais de uso impulsivo ou compulsivo. Os transtornos 
impulsivos são caracterizados por um aumento na sensação de tensão ou 
alerta antes de cometer um ato impulsivo; certo prazer, gratificação ou alívio no 
momento em que se comete o ato, e que pode ou não ser seguido de um 
arrependimento, sentimento de culpa ou repreensão após o ato (A.P.A., 1994). 
Um exemplo clássico de transtorno impulsivo seria a cleptomania, em que há 
um aumento na tensão antes do furto de um objeto que não é necessário e 
alívio após o ato; mas seguido de arrependimento ou repreensão quando o ato 
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foi cometido. Em contraste, os transtornos compulsivos são caracterizados pela 
ansiedade ou estresse antes de se cometer um comportamento compulsivo 
repetitivo e alívio deste estresse ao executar o comportamento compulsivo. Um 
exemplo clássico do transtorno compulsivo seria o transtorno obsessivo-
compulsivo, em que a obsessão por uma possível contaminação leva a uma 
ansiedade que direciona a atos compulsivos repetitivos, com intuito de diminuir 
a ansiedade inicial (Koob e Le Moal, 2008). Os transtornos impulsivos e 
compulsivos são análises comportamentais subjetivas, que são avaliadas 
clinicamente em humanos, dificilmente mensuradas e caracterizadas em 
modelos animais de estudo.  
O ciclo da impulsividade-compulsividade culmina em um ciclo de adição 
composto por três estágios: intoxicação, abstinência e a fissura, no qual a 
impulsividade geralmente domina os estágios iniciais e ela, combinada com a 
compulsividade, domina os estágios tardios, variando de acordo com a 
contribuição das propriedades reforçadoras positivas e negativas (Koob, 2004; 
Koob e Volkow, 2010). Estes três estágios são conceituados de acordo com 
sua interação uns com os outros, se tornando mais intensos, e basicamente, 
sendo o primórdio para o estágio patológico conhecido como adição (Koob e Le 
Moal, 1997).  
Enquanto pesquisas clínicas com indivíduos dependentes têm elucidado 
a extensão, a demografia e o ciclo dos transtornos associados ao abuso de 
substâncias, uma variedade de modelos animais têm provido um grande auxílio 
no entendimento da neurobiologia da adição e da ação neurofarmacológica das 
drogas de abuso. Dentre os modelos animais que avaliam as propriedades 
reforçadoras das drogas de abuso, destacam-se os modelos de auto-
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estimulação elétrica cerebral, condicionamento de preferência ao lugar, 
sensibilização comportamental, autoadministração e restabelecimento de 
busca por uma droga (modelo de recaída) (Feltenstein e See, 2008). Iremos 
destacar os dois modelos que foram utilizados no presente estudo. 
 
Modelo de sensibilização comportamental 
O uso repetido das drogas de abuso provoca neuroadaptações 
duradouras nos sistemas envolvidos nos processos de motivação e 
recompensa, podendo torná-los “tolerantes” ou “sensibilizados”. Quando este 
processo adaptativo leva a uma diminuição do efeito inicial da droga, ou se 
doses mais altas forem necessárias para obtenção do efeito inicial, considera-
se que ocorreu um processo de tolerância, caracterizado pela redução de 
determinado efeito da droga. Entretanto, não se desenvolve tolerância a todos 
os efeitos da droga. No caso do álcool, por exemplo, é comum a observação de 
tolerância aos seus efeitos depressores, mas não aos estimulantes. Podem 
existir vários tipos de tolerância, sendo que a tolerância farmacodinâmica 
decorre de alterações no equilíbrio da circuitaria neural (Jaffe, 1990).  
A sensibilização comportamental pode ser desenvolvida a alguns efeitos 
de várias drogas de abuso, sendo caracterizada pela facilitação ou 
potencialização dos efeitos estimulantes psicomotores, do comportamento 
rotacional ou da estereotipia, após repetidas administrações (Stewart e Vezina, 
1988). A sensibilização comportamental, também conhecida como “tolerância 
reversa” ocupa um papel central em algumas teorias sobre a dependência de 
drogas (Stewart e Badiani, 1993). Supõe-se que neuroadaptações subjacentes 
à sensibilização comportamental alterariam o funcionamento da circuitaria de 
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recompensa cerebral de forma duradoura, aumentando suas propriedades 
motivacionais, promovendo a sua procura e uso compulsivos, tornando os 
indivíduos mais suscetíveis a recaídas após a suspensão do consumo da droga 
(Piazza et al., 1989; Robinson e Berridge, 1993; Robinson e Berridge, 2000). 
Acredita-se que na sensibilização comportamental ocorra um aumento 
da liberação de dopamina no núcleo accumbens (NAc) em resposta a uma 
dose-desafio da droga, devido a uma sensibilização do funcionamento da 
circuitaria de recompensa cerebral (Pierce e Kalivas, 1997). Além do sistema 
dopaminérgico, diversos outros sistemas de neurotransmissão estão 
envolvidos na sensibilização, entre eles o sistema glutamatérgico, o 
GABAérgico e o colinérgico (Cador et al., 1999; Nestby et al., 1997; Pierce e 
Kalivas, 1997; Pierce et al., 1998). 
A sensibilização ao efeito estimulante de drogas como a anfetamina e a 
cocaína tem sido descrita em animais, desde 1932. Estudos envolvendo a 
administração de etanol são mais recentes e em menor número, apesar da 
grande relevância clínica do problema da síndrome de dependência do álcool. 
Isso ocorre devido à limitação de modelos experimentais para a observação do 
fenômeno, uma vez que, a sensibilização ao efeito estimulante do etanol não é 
observada em todas as espécies ou indivíduos, sendo em geral claramente 
observada camundongos, mas não em ratos (Masur e Boerngen, 1980; Masur 
et al., 1986). Alguns estudos demonstraram que uma maior susceptibilidade à 
sensibilização ao etanol poderia aumentar a probabilidade do consumo abusivo 
dessa droga, tanto em humanos, como em modelos animais (Grahame et al., 
2000; Newlin e Thomson, 1991). Grahame et al. (2000) relataram que 
camundongos geneticamente selecionados por apresentarem uma alta 
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preferência pelo álcool, os ”P rats”, eram mais susceptíveis ao desenvolvimento 
de sensibilização ao efeito estimulante do etanol, do que camundongos que 
apresentavam uma baixa preferência pelo álcool. Newlin e Thomson (1991) 
observaram que filhos de dependentes de álcool desenvolviam sensibilização 
ao etanol após a ingestão repetida de bebidas alcoólicas, enquanto que, nas 
mesmas circunstâncias, filhos de não dependentes desenvolviam tolerância ao 
uso desta droga.  
Alguns estudos demonstraram que nem todos os animais de uma 
mesma espécie ou linhagem desenvolvem sensibilização aos efeitos 
estimulantes do etanol. A comparação entre camundongos que desenvolvem 
sensibilização com camundongos que não a desenvolvem indicou existirem 
diferenças entre estes grupos em relação à capacidade de ligação de 
receptores dopaminérgicos, glutamatérgicos (NMDA, o N-metil D-Aspartato), 
GABAérgicos e opioidérgicos, assim como na resposta a agonistas e 
antagonistas destes sistemas (Abrahao et al., 2012; Abrahao et al., 2008; 
Abrahao et al., 2011; Abrahao e Souza-Formigoni, 2012; Camarini et al., 2000; 
Quadros et al., 2002; Souza-Formigoni et al., 1999). Além disto, outros estudos 
indicam que a sensibilização ao efeito estimulante do etanol pode ser afetada 
por diversos fatores, entre eles a condição de moradia, o contexto ambiental e 
o pré-tratamento com outras drogas (Abrahao et al., 2008; Araujo et al., 2005; 
Quadros et al., 2003). Em tese, drogas que reduzam a sensibilização aos 
efeitos estimulantes do etanol poderiam reduzir suas propriedades 
reforçadoras, podendo ter utilidade no tratamento de dependentes de álcool. 
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Modelo de autoadministração e recaída (consumo e restabelecimento da 
busca pela droga) 
 O procedimento da autoadministração operante é um modelo 
amplamente aceito para se estudar o poder reforçador e a necessidade de uma 
droga. Neste modelo, o animal é treinado para desenvolver uma tarefa 
instrumental para se autoadministrar uma droga, por meio de um movimento 
motor, de pressão em uma alavanca ou por um movimento de nose-poke, por 
repetidas vezes, de acordo com o protocolo experimental. Assim como em 
humanos, os animais prontamente se autoadministram a maioria das drogas de 
abuso (Deroche-Gamonet et al., 2004; Gordon, 2002). 
 Pavlov (1927) descreveu que a habilidade de estímulos condicionados 
de evocar uma resposta condicionada mesmo após um treinamento de 
extinção, poderia ser reiniciada quando o sujeito fosse reexposto ao estímulo 
incondicionado. Do mesmo modo, Skinner (1938) demonstrou que o 
condicionamento de pressionar a alavanca poderia ser observado mesmo após 
o período de extinção, através do acesso não contingente de água e comida. O 
modelo de extinção-restabelecimento é comumente utilizado como modelo 
animal de recaída e é usado para investigar a neurobiologia subjacente ao 
comportamento de fissura/desejo pela droga (Davis e Smith, 1976; de Wit e 
Stewart, 1981; Stretch et al., 1971). Para que qualquer comportamento seja 
restabelecido, ele primeiramente deve ser estabelecido. Portanto, inicialmente 
os animais são submetidos ao treinamento de autoadministração da droga até 
apresentarem um consumo estabilizado. Em seguida, eles são submetidos à 
fase de extinção, na qual a droga não é mais apresentada ao animal. Os picos 
de respostas nesta fase reduzem-se até um ponto em que a associação entre a 
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ação de pressionar a alavanca e a reação, que seria a disponibilização da 
recompensa seja considerada extinta, devido ao processo de reaprendizagem 
do animal. Neste momento, os animais são submetidos ao teste de 
restabelecimento, por meio do qual a busca pela droga é precipitada por uma, 
dentre inúmeras opções tais como: discretas pistas ambientais previamente 
pareadas com a disponibilidade da droga; um estressor, como, por exemplo, 
um choque nas patas do animal; ou uma pequena dose da droga, denominada 
“priming”. O restabelecimento é avaliado em situação de ausência da droga 
(Sanchis-Segura e Spanagel, 2006).  
Estudos feitos com cocaína e heroína demonstraram que a principal 
região cerebral envolvida no modelo de restabelecimento da busca pela droga 
é o córtex pré-frontal médio-dorsal, principalmente as áreas do giro cingulado 
anterior e pré-límbica dorsal (Fuchs et al., 2005; McFarland e Kalivas, 2001; 
McLaughlin e See, 2003; Rogers et al., 2008). Durante o restabelecimento há 
um aumento na ativação de genes de resposta imediata, o c-Fos, de neurônios 
localizados no mPFC dorsal (Ciccocioppo et al., 2001; Koya et al., 2006; 
Schmidt et al., 2005; Zavala et al., 2008). Foi observado um padrão diferencial 
da ativação neuronal foi encontrado no córtex pré-frontal medial (mPFC, do 
inglês, medial prefrontal cortex) ao se comparar o restabelecimento pela 
procura de heroína com o pela procura de sacarose (um reforço natural), o que 
sugere efeito de discriminação entre as diferentes recompensas, ou seja, 
mecanismos neuronais distintos no mPFC podem regular a busca pela droga e 
a busca por uma recompensa natural (Koya et al., 2006; Schmidt et al., 2005).  
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Mecanismos de ação das drogas de abuso 
Um dos grandes desafios da ciência é o entendimento dos mecanismos 
biológicos subjacentes ao efeito aditivo e recompensador das drogas de abuso. 
Em geral, as drogas de abuso são classificadas em diferentes categorias, como 
inalantes, alucinógenos, canabinóides, estimulantes, narcóticos e depressores. 
O etanol é um exemplo dentro da categoria das drogas depressoras do sistema 
nervoso central (CNS, do inglês, central nervous system). Embora todas elas 
tenham a habilidade de produzir tanto o efeito prazeroso como aliviar o estado 
emocional negativo, estas drogas possuem propriedades comportamentais e 
neurofarmacológicas diversas (Feltenstein e See, 2008; Nesse e Berridge, 
1997). 
O efeito recompensatório das drogas de abuso é observado após a 
ativação de regiões cerebrais específicas, também chamadas áreas de 
recompensa cerebral. Olds e Milner (1954), trabalhando com auto-estimulação 
elétrica do cérebro de ratos, caracterizaram a área septal como um núcleo 
subcortical recompensador. Estudos subsequentes mapearam outras regiões 
cerebrais também consideradas áreas recompensadoras. Estas regiões estão 
relacionadas com as funções sensorial, motora e associativa do CNS (Phillips, 
1970; Routtenberg e Sloan, 1972; van der Kooy e Phillips, 1977). 
Segundo Wise e Bozarth (1987) as drogas de abuso, tendo propriedades 
hedônicas, podem atuar como reforçadores positivos. A teoria do reforço 
positivo propõe que a autoadministração de uma droga ocorra devido ao 
estado hedônico que ela produz. Estes autores consideram que o poder 
reforçador ou motivacional das drogas de abuso e sua capacidade de induzir 
estimulação psicomotora estariam fortemente associados e seriam resultantes 
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de um mecanismo biológico comum: a ativação das principais vias de 
recompensa cerebral: as via dopaminérgica mesolímbica e mesocortical (Wise 
e Bozarth, 1987). Nesta via, os corpos celulares dopaminérgicos partem da 
área tegmental ventral (VTA, da sigla em inglês ventral tegmental area), 
localizada no mesencéfalo, e seus axônios se projetam em direção ao NAc ou 
ao córtex pré-frontal (PFC, do inglês, prefrontal cortex). Entretanto, também há 
projeções para outras regiões, como a amígdala, núcleo intersticial da estria 
terminal, área septal lateral e hipotálamo lateral (Gardner e Ashby, 2000). As 
drogas de abuso, de forma geral, possuem a propriedade de aumentar a 
disponibilidade sináptica de dopamina no NAc, e estudos realizados com 
microdiálise em animais “in vivo” demonstraram um aumento da concentração 
de dopamina liberada no NAc após a administração de etanol ou cocaína (Di 
Chiara, 1999; Kiianmaa et al., 1979; Pettit e Justice, 1991). Estudos utilizando 
neuroimagem também demonstraram o envolvimento da via mesolímbica após 
o uso de cocaína. Utilizando a técnica de ressonância magnética funcional 
(RMf), Breiter et al. (1997) observaram que durante o estado de excitação 
vivenciado por pessoas sob efeito de cocaína havia um aumento na ativação 
da VTA. Em um estudo com tomografia por emissão de pósitrons (PET, da 
sigla em inglês Pósitrons Emission Tomography), Volkow et al. (1997) 
administraram cocaína a voluntários durante a captura de imagens, e 
observaram que o bloqueio dos transportadores de dopamina (DAT) estava 
associado com a quantidade de droga administrada.  
Acredita-se que terminais de diferentes regiões estejam envolvidos nos 
diferentes aspectos do comportamento aditivo. O núcleo accumbens (NAc) está 
fortemente envolvido na mediação dos efeitos reforçadores das drogas, 
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enquanto mudanças nos córtices pré-frontal (PFC), órbitofrontal e cingulado 
anterior estão relacionadas à diminuição do controle inibitório e 
hiperresponsividade às pistas relacionadas às drogas (Di Chiara, 2002; 
Goldstein e Nakajima, 1967; Kalivas e Volkow, 2005; Volkow et al., 2003). 
Diferentemente de drogas como a cocaína, o álcool tem muitos alvos 
farmacológicos, atuando em várias vias de sinalização, canais iônicos e 
sistemas de neurotransmissão, tais como o ácido gama-amino-butírico (GABA), 
glicina, glutamato, serotonina, acetilcolina, entre outros (Lovinger, 1999; 
Lovinger et al., 1989; Mihic, 1999; Narahashi et al., 1999). Desde os anos 60, 
acredita-se que a noradrenalina tenha um papel na mediação dos efeitos 
recompensatórios das drogas de abuso. Na década de 80, diversos 
pesquisadores observaram que o sistema noradrenérgico exerce forte 
influência sob o sistema dopaminérgico (Amit e Brown, 1982; Aston-Jones et 
al., 1982; Pohorecky e Brick, 1988; Verbanck et al., 1990; Weinshenker e 
Schroeder, 2007). Recentemente, foi dada maior atenção ao papel dos 
neuropeptídeos na modulação do sistema mesocorticolímbico, dentre eles o 
neuropeptídeo orexina. 
 
Sistema Noradrenérgico  
Neuromoduladores são liberados por neurônios alterando as 
propriedades de neurônios-alvo e a eficácia da transmissão sináptica. No 
cérebro, os principais neurotransmissores que atuam como neuromoduladores 
são a serotonina e a acetilcolina, assim como as catecolaminas dopamina e 
noradrenalina (Sara, 2009). O sistema noradrenérgico, do qual a noradrenalina 
é o principal mensageiro químico, pode ser classificado como central e 
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periférico. No cérebro, a noradrenalina é um dos neurotransmissores mais 
abundantes, desempenhando importantes funções como atenção seletiva, 
vigilância e reação ao estresse em ambientes desafiadores (Aston-Jones e 
Cohen, 2005; Berridge e Waterhouse, 2003; Foote et al., 1983; Levine et al., 
1990). Ela está também envolvida em diversos processos fisiológicos e 
patológicos, incluindo aprendizagem e memória, excitabilidade neuronal, dor e 
transtornos afetivos (Gibbs e Summers, 2002; Jasmin et al., 2002; Murchison et 
al., 2004; Ressler e Nemeroff, 1999; Weinshenker et al., 2001). O sistema 
noradrenérgico cerebral é composto por duas principais projeções 
ascendentes: a banda noradrenérgica dorsal, que se origina no núcleo A6 do 
lócus coeruleus (LC, do inglês, locus coeruleus) e se projeta para as regiões do 
hipocampo, cerebelo e prosencéfalo basal, e a banda noradrenérgica ventral, 
que se origina em alguns núcleos da ponte e da medula, como os núcleos A1 e 
A2, inervando as regiões do hipotálamo, mesencéfalo e a amígdala estendida. 
Estes substratos neuroanatômicos sustentam a capacidade da noradrenalina 
de modular os sistemas cerebrais que controlam múltiplos aspectos da droga 
adição, incluindo a sensibilização, a recompensa e a recaída. 
 Os efeitos da noradrenalina são mediados por três famílias de 
receptores adrenérgicos: alfa1, alfa2 e beta. A família alfa1-adrenérgica é em 
sua maioria pós-sináptica e excitatória. Os receptores alfa1-adrenérgicos estão 
acoplados a um segundo mensageiro fosfolipase C e ao fosfoinositol através 
de proteínas Gq. Esta família de receptor adrenérgico medeia a contração 
vascular lisa, podendo assim levar a aumento da pressão arterial. No sistema 
nervoso central (CNS), o receptor alfa1-adrenérgico é encontrado tanto nos 
neurônios como nas células da glia, estando envolvidos no controle motor, no 
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aprendizado, na memória e no medo (Tanoue et al., 2003). A prazosina, um 
antagonista de receptor alfa1-adrenérgico, é utilizada para o controle de 
pressão arterial alta e também demonstrou ser promissora no tratamento de 
transtornos de estresse pós-traumático (Raskind et al., 2000). 
 A família do receptor alfa2-adrenérgico inclui os subtipos alfa2A, alfa2B 
e alfa2C, que estão localizados tanto pré como pos-sinapticamente (Bylund et 
al., 1994). Os receptores alfa2-adrenérgicos estão acoplados através de 
proteínas Gi/o ao segundo mensageiro adenilato ciclase, que modifica a 
concentração de adenosina monofosfato cíclico (AMPc). Os receptores alfa2A-
adrenérgicos estão associados a diversos efeitos, incluindo analgesia, 
hipotermia, sedação e controle da atividade noradrenérgica (Crassous et al., 
2007). Os receptores alfa2B-adrenérgicos medeiam a contração vascular. 
Embora o papel dos receptores alfa2C-adrenérgicos seja pouco compreendido, 
eles podem ter influência no comportamento motor, no humor e em processos 
de memória (Starke, 2001). Os agonistas de receptor alfa2-adrenérgico, tais 
como a clonidina, guanfacina e lofexidina são utilizados em condições diversas 
incluindo hipertensão, abstinência a opiáceos e déficits de atenção causados 
pela desordem de hiperatividade (Posey e McDougle, 2007; Raistrick et al., 
2005). 
 Os receptores beta-adrenérgicos incluem os subtipos beta1, beta2 e 
beta3 (Bylund et al., 1994), que são acoplados por meio da proteína Gs à 
adenilato ciclase. A estimulação dos receptores beta1-adrenérgicos aumenta o 
ritmo e a contratilidade cardíaca. A estimulação de receptores beta2-
adrenérgicos, que estão localizados no músculo liso, é responsável pela 
vasodilatação e relaxamento dos brônquios. Estes subtipos de receptores 
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também são encontrados no cérebro, mas suas funções são menos claramente 
definidas (Ramos e Arnsten, 2007). Medicamentos que bloqueiam receptores 
beta-adrenérgicos são comumente usados para tratamento de diversas 
condições, incluindo hipertensão, doença cardíaca isquêmica, enxaqueca ou 
ansiedade (Limmroth e Michel, 2001; Ong, 2007). 
 O sistema dopaminérgico mesolímbico/mesocortical compreende 
projeções da área tegmental ventral (VTA) para o NAc e PFC, respectivamente, 
e recebe inervação noradrenérgica. A figura 1 ilustra as diferentes projeções os 
sistemas noradrenérgico e dopaminérgico. Os neurônios noradrenérgicos do 
LC, e dos núcleos A1 e A2 se projetam para a VTA e são responsáveis pelo 
feixe excitatório aos neurônios dopaminérgicos do mesencéfalo (Jones et al., 
1977; Liprando et al., 2004; Simon et al., 1979). A estimulação elétrica do LC 
induz o disparo de neurônios da VTA, enquanto que estes mesmos disparos 
são bloqueados com a administração de prazosina, um antagonista de receptor 
alfa1-adrenérgico (Grenhoff et al., 1993; Grenhoff e Svensson, 1993). Do 
mesmo modo, a lesão no LC diminui a atividade de neurônios dopaminérgicos 
estriatais e a liberação de dopamina (Lategan et al., 1990; Lategan et al., 1992; 
Russell et al., 1989; Tassin et al., 1979). O PFC é uma região que está 
relacionada com a resposta a psicoestimulantes. Além disso, ele recebe densa 
inervação noradrenérgica proveniente do LC, que por sua vez, envia projeções 
glutamatérgicas excitatórias para neurônios dopaminérgicos da VTA, embora 
esta conexão possa envolver outro núcleo glutamatérgico intermediário (Carr e 
Sesack, 2000; Morrison et al., 1981; Swanson e Hartman, 1975). A banda 
noradrenérgica ventral envia projeções noradrenérgicas para o NAc (Berridge 
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et al., 1997; Delfs et al., 1998; Tong et al., 2006). É importante salientar que o 
PFC também recebe inervação dopaminérgica, glutamatérgica, entre outras. 
 
Figura 1: Anatomia comparativa da distribuição das projeções noradrenérgicas 
e dopaminérgicas no cérebro do rato: a – núcleos noradrenérgicos, incluindo 
lócus coeruleus (LC), que dada sua divisão axonal permite que uma única 
célula possa ter terminações em diversas remotas regiões do cérebro, como o 
prosencéfalo, tronco encefálico e cerebelo. A região que não recebe projeção 
do LC é a área que contêm o gânglio basal. b – núcleos dopaminérgicos, 
incluindo a área tegmental ventral (VTA), que é a principal projeção cortical do 
sistema dopaminérgico, e a substância negra (SN), que se projeta para o 
estriado. Legenda: A: amígdala; ACC: cingulado anterior; AON: núcleo olfatório 
anterior; AP-VAB: ansa peduncularis–sistema da banda amigdalóide ventral; 
BS: núcleos do tronco encefálico; C: cingulado; CC: corpo caloso; CER: 
cerebelo; CTT, trato tegmental central; CTX, córtex; DB, banda dorsal; DPS, 
sistema paraventricular dorsal; EC: córtex entorrinal; F, fórnix; FC, córtex 
frontal; FR, fasiculus retroflexus; H, hipotálamo; HF, formação hipocampal; ML, 
lemisco medial; MT, trato mamilotâlamico; OB, bulbo olfatório; OT, trato 
olfatório; pc, pars compacta; PC, córtex piriforme; PRC, córtex perirrinal; PT, 
área pretectal; RF, formação reticular; S, septo; SC, cordão espinhal; ST, estria 
terminal; T, tectum;TH, tálamo. Figura reproduzida e modificada (Moore e 
Bloom, 1978; Moore e Bloom, 1979; Sara, 2009). 
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 Os dados descritos acima nos dão a ideia de que o sistema 
noradrenérgico tem grande relação não só anatômica, mas também funcional 
com a via de recompensa cerebral. Estudos com psicoestimulantes mostraram 
que as projeções LC – PFC são críticas para a liberação de dopamina no NAc. 
Camundongos submetidos a uma lesão seletiva de vias noradrenérgicas no 
PFC, têm uma diminuição na liberação de dopamina induzida por anfetamina 
ou morfina no NAc (Ventura et al., 2005; Ventura et al., 2003). O aumento na 
liberação de dopamina no NAc, induzido por anfetamina, também foi abolido 
em camundongos com deleção genética (knockout em inglês) do receptor 
alfa1b-adrenérgico e em camundongos knockout para dopamina beta-
hidroxilase (DBH), enzima que converte a dopamina em noradrenalina, em 
neurônios noradrenérgicos (Auclair et al., 2002; Schank et al., 2006). 
 Embora a função das projeções noradrenérgicas para a VTA e NAc 
ainda não tenha sido claramente estabelecida, existe alguns indicadores de 
que estas vias são muito importantes para o entendimento da droga adição 
(Weinshenker e Schroeder, 2007). Por exemplo, camundongos knockout do 
receptor alfa1b-adrenérgico apresentam uma redução na preferência por 
cocaína em relação a camundongos selvagens. Ratos tratados com um inibidor 
da dopamina beta-hidroxilase apresentam uma atenuação do restabelecimento 
da autoadminstração de anfetamina (Davis et al., 1972; Drouin et al., 2002b). 
Alguns estudos indicam que outras manipulações do sistema noradrenérgico 
afetam alguns efeitos comportamentais de drogas como cocaína, anfetamina e 
álcool. Além disso, camundongos com depleção seletiva de noradrenalina no 
PFC não desenvolvem condicionamento de preferência ao lugar induzido pela 
anfetamina, cocaína ou etanol (Ventura et al., 2003; Ventura et al., 2006; 
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Ventura et al., 2007). O dissulfiram, um inibidor da dopamina beta-hidroxilase, 
atenua o restabelecimento da busca pela cocaína induzido pela droga, em 
ratos dependentes desta droga (Schroeder et al., 2010). 
 Os agonistas alfa2-adrenérgicos como a clonidina, lofexidina e 
guanfacina inibem a atividade noradrenérgica através da estimulação dos 
receptores alfa2-adrenérgicos. Muitos estudos sugerem que o sistema 
noradrenérgico atue na mediação do restabelecimento da busca por drogas, 
induzido por estresse. Por exemplo, tanto a clonidina como a lofexidina, 
agonistas alfa2-adrenérgicos, atenuam o restabelecimento da fissura à cocaína 
induzido por estresse, em ratos (Erb et al., 2000; Highfield et al., 2001). Por 
outro lado, o antagonista alfa2-adrenérgico, é um componente que aumenta a 
autoadministração e induz ao restabelecimento da busca pelo álcool, como 
também restabelece a busca por cocaína, metanfetamina e alimentos 
apetitosos (Fletcher et al., 2008; Ghitza et al., 2006; Ghitza et al., 2007; 
Kupferschmidt et al., 2009; Le et al., 2005; Lee et al., 2004; Marinelli et al., 
2007; Nair et al., 2006; Shepard et al., 2004). Estes dados têm grande 
importância clínica, pois muitos estudos clínicos sugerem que o estresse está 
fortemente associado com a recaída do uso das drogas de abuso (Brady e 
Sinha, 2005; Sinha, 2001). 
 Alguns estudos demonstram que os receptores alfa2-adrenérgicos 
localizados no núcleo da estria terminal têm importante papel nas interações 
com o estresse associado à droga adição. A administração periférica de 
agonistas do receptor alfa2-adrenérgico, permeáveis à barreira hemato-
encefálica, bloqueia o restabelecimento da busca pela heroína e pelo álcool, 
induzido por choque nas patas (Le et al., 2005; Shaham et al., 2000). A 
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administração de agonistas alfa2-adrenérgicos no núcleo da estria terminal 
bloqueia tanto a aversão condicionada ao lugar induzida pela abstinência à 
morfina como o restabelecimento da preferência condicionada ao lugar pela 
morfina, induzidos pelo estresse (Delfs et al., 2000; Wang et al., 2001).  
 Na literatura, há dados contraditórios a respeito do papel do receptor 
alfa2-adrenérgico em tarefas cognitivas. Alguns autores observaram que a 
ioimbina, um antagonista do receptor alfa2-adrenérgico, facilita o medo 
condicionado, enquanto outros autores observaram um prejuízo na extinção da 
preferência condicionada ao lugar induzida pela cocaína, após a administração 
de ioimbina (Cain et al., 2004; Davis et al., 2008; Hefner et al., 2007). Além 
disso, foi demonstrado que este prejuízo induzido pela ioimbina não foi 
reproduzido pela atipamezol, outro antagonista de receptor alfa2-adrenérgico 
muito mais específico, mas foi exacerbado em camundongos knockout para 
receptor alfa2A-adrenérgico (Davis et al., 2008).  
Em relação à atividade locomotora, foi demonstrado que a prazosina 
bloqueia a resposta locomotora aguda e o desenvolvimento da sensibilização 
comportamental induzida pela cocaína (Drouin et al., 2002a; Jimenez-Rivera et 
al., 2006). Este mesmo antagonista do receptor alfa1-adrenérgico também 
bloqueia os efeitos estimulantes agudos, mas não o desenvolvimento da 
sensibilização à morfina (Drouin et al., 2001). Os efeitos estimulantes 
psicomotores da D-anfetamina foram inibidos de maneira dose-dependente 
pela clonidina e pela prazosina (Vanderschuren et al., 2003). A administração 
de clonidina atenuou sua resposta aguda, tanto no primeiro dia de tratamento 
como também durante a expressão da sensibilização comportamental. Por 
outro lado, a ioimbina e o idazoxan não tiveram efeito no desenvolvimento ou 
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na expressão da sensibilização à cocaína (Jimenez-Rivera et al., 2006). No 
entanto, não há dados na literatura que avaliem a influência da manipulação 
farmacológica dos receptores alfa1 e alfa2-adrenérgicos na sensibilização 
comportamental ao etanol. 
 
Sistema Orexinérgico 
 O sistema noradrenérgico ascendente, que se origina no lócus 
coeruleus, é fortemente modulado pelo sistema orexinérgico (Bourgin et al., 
2000; Hagan et al., 1999; Horvath et al., 1999; Ivanov e Aston-Jones, 2000). 
Um exemplo desta neuromodulação foi demonstrado em estudos com fatias de 
cérebros de ratos, em que a orexina-A estimulou a liberação de noradrenalina; 
sendo esta liberação mediada pelo receptor de OX1 e antagonizada pelo 
SB334867-A (Aston-Jones et al., 2009; Harris e Aston-Jones, 2006; Hirota et 
al., 2001). Os neurônios orexinérgicos são encontrados nas áreas 
hipotalâmicas dorsomedial, lateral e perifornical (Peyron et al., 1998). Estes 
neurônios enviam suas projeções para múltiplas regiões como a área cortical 
do cérebro, o hipotálamo, o tronco cerebral e a medula espinhal (Broberger et 
al., 1998; Date et al., 1999; Elias et al., 1998; Nambu et al., 1999; Peyron et al., 
1998; van den Pol, 1999). As orexinas podem modular os sistemas 
noradrenérgico, serotonérgico, colinérgico e dopaminérgico, assim como o 
funcionamento do eixo hipotálamo – hipófise – adrenal (Bourgin et al., 2000; 
Brown et al., 2001; Brown et al., 2002; Burlet et al., 2002; Hagan et al., 1999; 
Horvath et al., 1999; Jaszberenyi et al., 2000; Korotkova et al., 2003; Kuru et 
al., 2000). Devido à extensa rede de projeções dos neurônios orexinérgicos e à 
função de modulação dos principais sistemas de neurotransmissão, as 
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orexinas afetam várias funções fisiológicas, tais como, a regulação da pressão 
sanguínea, a termorregulação, o comportamento de alimentação, a regulação 
neuroendócrina, o ciclo sono-vigília e, mais recentemente, a fissura por drogas 
de abuso (Allen e Cechetto, 1992; Aston-Jones et al., 2009; de Lecea et al., 
1998; Harris et al., 2005; Lawrence et al., 2006; Peyron et al., 1998; Sakurai et 
al., 1998; Stanley et al., 1996). 
As orexinas (orexina-A, um peptídeo formado por 33 aminoácidos; e 
orexina-B, um peptídeo formado por 28 aminoácidos) ou hipocretinas 
(hipocretina-1 e hipocretina-2), neuropeptídeos derivados de um mesmo 
precursor: a pré-proorexina ou pré-prohipocretina (de Lecea et al., 1998; 
Sakurai et al., 1998) são os principais ligantes endógenos do sistema 
orexinérgico/hipocretinérgico. Em grego, a palavra orexina significa apetitivo, e 
por este motivo recebeu este nome; o termo hipocretina foi atribuído para 
indicar que o peptídeo é um membro hipotalâmico da família incretina (de 
Lecea et al., 1998; Sakurai et al., 1998). Neste estudo, iremos utilizar o termo 
orexina para descrever e mencionar este sistema e seus componentes. 
 Foram identificados dois tipos de receptores para os peptídeos 
orexinérgicos: o receptor de orexina do tipo 1 (OX1), que tem maior afinidade 
para a orexina-A; e o receptor de orexina do tipo 2 (OX2) que apresenta 
afinidade semelhante para a orexina-A e orexina-B (Sakurai et al., 1998). Os 
receptores orexinérgicos são membros da família de receptores com sete 
domínios transmembranicos e estão acoplados a uma proteína G na superfície 
destes receptores (Sakurai et al., 1998). O receptor de OX1 está acoplado 
exclusivamente com a proteína Gq, enquanto que o receptor de OX2 está 
acoplado às proteínas Gq e Gi/o (Zhu et al., 2003).  
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 Por meio de um estudo utilizando o modelo de condicionamento de 
preferência ao lugar, foi demonstrada a primeira evidência do envolvimento dos 
neurônios orexinérgicos do hipotálamo lateral nos processos de recompensa e 
na busca pela recompensa. Animais condicionados, que apresentam uma 
maior preferência para o compartimento pareado com uma recompensa (como 
comida, morfina ou cocaína) apresentaram maior expressão de c-Fos nas 
células orexinérgicas do hipotálamo lateral (Harris et al., 2005). Foi 
demonstrado que neurônios que se projetam do septo lateral rostral para o 
hipotálamo lateral foram ativados de modo proporcional ao nível de 
condicionamento de preferência ao lugar induzido pela cocaína. Além disso, a 
inibição dos neurônios do septo lateral bloqueou a expressão de c-Fos nos 
neurônios orexinérgicos no hipotálamo lateral (Sartor e Aston-Jones, 2012). 
Estudos envolvendo a topografia funcional das projeções orexinérgicas para a 
VTA mostraram que esta região é um importante alvo para a ação das orexinas 
(Richardson e Aston-Jones, 2012). A administração intra-VTA de SB334867-A, 
um antagonista de OX1R, reduz o condicionamento de preferência ao lugar 
induzido pela morfina (Narita et al., 2006), enquanto a administração sistêmica 
de morfina ou de orexina-A intra-VTA restabelece a preferência condicionada 
ao lugar (Harris et al., 2005). Além disso, a administração de um agonista de 
receptor Y4, o polipeptídeo pancreático de rato (rPP, relativa em inglês a rat 
pancreatic polypeptide), no hipotálamo lateral restabeleceu a extinta 
preferência condicionada à morfina que havia sido previamente bloqueada pela 
administração prévia do antagonista do receptor de OX1 (Harris et al., 2005). 
Estudos subsequentes demonstraram a influência dos receptores de OX1 no 
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condicionamento de preferência ao lugar induzido por opiáceos (Sharf et al., 
2010a). 
A relação das orexinas com as propriedades reforçadoras do álcool foi 
estabelecida por meio da administração de antagonista do receptor de OX1. O 
SB334867-A atenua a autoadministração operante de etanol em ratos com alta 
preferência pelo álcool (iP rats) (Lawrence et al., 2006). Efeito similar foi 
demonstrado em ratos da linhagem Long-Evans, demonstrando que a resposta 
era específica ao etanol, pois a autoadministração de sacarose não foi 
modificada nestes animais (Richards et al., 2008). Este dado foi contraditório 
com os de outros estudos que demonstraram que em ratos o SB334867-A 
diminuía a resposta tanto para sacarose como para etanol (Cason et al., 2010). 
Estudos recentes demonstraram que o SB334867-A atenua tanto a 
autoadministração da solução de sacarose como de etanol. No entanto, houve 
um maior efeito do antagonista de receptor de OX1 para o etanol do que para a 
sacarose (Jupp et al., 2011a). Além disso, observou-se uma grande influência 
do OX1R nas propriedades motivacionais do etanol. A mesma dose de 
SB334867-A atenuou a resposta no modelo de razão progressiva quando a 
solução dada era o álcool, mas não quando era sacarose (Jupp et al., 2011a). 
Esses dados reforçam as evidências do papel dos receptores de OX1 nas 
propriedades recompensatórias e motivacionais do etanol. 
 Os primeiros relatos sobre o envolvimento do sistema orexinérgico no 
restabelecimento da busca ao álcool induzido por pistas ambientais foi feito por 
Lawrence et al. (2006). Estes dados foram replicados com a demonstração, por 
meio de técnicas imunohistoquímicas, de que o restabelecimento da busca 
pelo álcool induzido por pistas estava associado à ativação de neurônios 
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orexinérgicos (Dayas et al., 2008). Dhaher et al. (2010) demonstraram que o 
SB334867-A diminui o aumento do consumo de etanol observado em um 
modelo de recaída, porém o antagonista não teve efeito na recuperação 
espontânea, pavloviana de busca pelo álcool. Entretanto, o mesmo antagonista 
de receptor de OX1 reduziu o restabelecimento do consumo de álcool ou de 
sacarose induzido pelo estresse, no caso, com a administração de ioimbina. O 
restabelecimento do consumo de álcool induzido por pistas foi facilitado pela 
administração intra-hipotálamo lateral de neuropeptídeo S, em ratos (Cannella 
et al., 2009; Richards et al., 2008). Assim como nos estudos de consumo com o 
etanol, estudos recentes demonstram que o SB334867-A é mais efetivo na 
redução do restabelecimento da fissura pelo álcool do que em relação a um 
reforço natural (Martin-Fardon e Weiss, 2012). Interessantemente, a inibição 
dos peptídeos hipotalâmicos, incluindo os neurônios orexinérgicos, através de 
projeções do NAc shell está envolvida na extinção do comportamento de 
fissura pelo álcool, sugerindo um possível papel das orexinas no processo de 
adição (Millan et al., 2010). 
Com o uso de um modelo de busca pelo álcool, foi demonstrada uma 
correlação positiva entre a ativação dos neurônios orexinérgicos e a recaída da 
busca de etanol (Hamlin et al., 2007). Estudo recente comprovou que o 
SB334867-A abole o restabelecimento da busca pelo álcool induzido por pistas 
ambientais tanto imediatamente após a extinção, como após um longo período 
de abstinência após a extinção do estímulo associado à pressão à barra (Jupp 
et al., 2011b). Neste último estudo foi realizada uma avaliação do padrão de 
atividade neuronal dos animais que mostrou ativação de áreas corticais, como 
os córtices pré-límbico, órbitofrontal e piriforme, independentemente de o 
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restabelecimento ter ocorrido imediatamente após a extinção ou após um 
período de abstinência. Além disso, o tratamento com SB334867-A diminuiu a 
expressão de c-Fos nas regiões do NAc core e nos córtices pré-límbico e 
órbitofrontal após o restabelecimento imediato; e nas regiões dos córtices pré-
límbico, órbitofrontal e piriforme após o restabelecimento tardio (figura 2). 
 
 
 
 
Figura 2: Reprodução da figura 2 de Jupp et al (2011b) demonstrando o efeito 
do restabelecimento imediato e do tratamento com SB334867-A na expressão 
de Fos na região do córtex pré-límbico (PLC). No PLC, o SB334867-A reduziu 
significativamente este aumento nos grupos submetidos ao restabelecimento 
imediato e tardio. * p < 0.05 versus veículo; ∧ p < 0.05 versus restabelecimento 
imediato, # p < 0.05 versus extinção. Ext: extinção; Veh: veículo; SB: SB-
334867. Todas as barras de escala = 100 mm. Fonte original (Jupp et al., 
2011b). 
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Mais estudos são necessários para determinar com precisão o local 
onde o receptor de OX1 pode regular o restabelecimento pela busca pelo 
álcool induzida por pistas, incluindo mapeamento funcional de regiões corticais 
e alvos subcorticais, tais como a VTA, que recentemente foi associada à fissura 
por cocaína (James et al., 2011). A inativação irreversível no hipotálamo lateral 
preveniu, em ratos, o restabelecimento pela busca à cerveja e à sacarose 
induzido por pistas ambientais (Marchant et al., 2009). Em estudos prévios foi 
observado que o tratamento com antagonista de receptor de OX1 diminuiu a 
atividade de neurônios localizados no córtex pré-límbico, uma região que até 
então não era considerada um alvo importante na mediação do 
restabelecimento da busca pela droga. Um dos nossos objetivos foi verificar se 
o córtex pré-límbico seria um possível local de ação onde as orexinas atuariam 
para modular a busca pelo álcool, em um modelo animal de restabelecimento 
da busca pelo álcool, induzido por pistas ambientais. 
Neste trabalho, nós consideramos que ao manipular os receptores alfa-
adrenérgicos, através da administração de drogas com atividade agonista ou 
antagonista, poderíamos observar mudanças no desenvolvimento ou na 
expressão da sensibilização comportamental ao etanol. De acordo com nossa 
hipótese, camundongos sensibilizados ao etanol, ao receberem prazosina, um 
antagonista de receptor alfa1-adrenérgico, não expressariam ou não 
desenvolveriam sensibilização ao etanol. Por outro lado, a administração de 
fenilefrina, um agonista do receptor alfa1-adrenérgico, potencializaria a 
atividade locomotora dos animais, em níveis semelhantes aos tratados com 
etanol. Do mesmo modo, a ioimbina, um antagonista de receptor alfa2-
adrenérgico, facilitaria o desenvolvimento e a expressão da sensibilização ao 
____________________________________________________________ Introdução 
 29 
 
etanol. Essa alteração poderia ser também observada na formação de 
proteínas específicas, denominadas fatores de transcrição, que são um marca-
passo de mudanças em longo prazo devido à exposição repetida a uma droga 
de abuso. A administração de SB334867-A, um antagonista de receptor de 
OX1, em regiões específicas como o córtex pré-límbico e a área tegmental 
ventral diminuiria a busca pelo álcool, pois a droga teria um efeito direto e 
específico neste processo, de tal modo que, quando tratados com este 
antagonista, camundongos não desenvolveriam sensibilização ao etanol.  
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2. Objetivo Geral 
O presente estudo teve por objetivo geral avaliar a influência do 
funcionamento dos sistemas noradrenérgico e orexinérgico nos efeitos 
reforçadores do etanol. 
 
Objetivos Específicos: 
Utilizando o modelo de sensibilização comportamental: 
1. Avaliar se a prazosina, um antagonista do receptor alfa1-adrenérgico, 
bloqueia o desenvolvimento e a expressão da sensibilização comportamental 
ao etanol. 
2. Avaliar se a fenilefrina, um agonista do receptor alfa1-adrenérgico, 
facilita ou potencializa o desenvolvimento e a expressão da sensibilização 
comportamental ao etanol. 
3. Avaliar se a ioimbina, um antagonista do receptor alfa2-adrenérgico, 
modifica o desenvolvimento e a expressão da sensibilização comportamental 
ao etanol. 
4. Avaliar se o SB334867-A, um antagonista do receptor de orexina do 
tipo I, bloqueia o desenvolvimento da sensibilização comportamental ao etanol. 
5. Avaliar a atividade e expressão do fator de transcrição ΔFosB após 
exposição ao etanol. 
 
Utilizando o modelo de restabelecimento de busca pelo etanol 
6. Avaliar se a administração direta de SB334867-A, um antagonista de 
receptor de OX1, no córtex pré-límbico ou na área tegmental ventral bloqueia o 
restabelecimento da busca pelo etanol. 
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3. Materiais e métodos  
 
 3.1. Materiais e métodos do Estudo I 
 
Animais:  
Nos experimentos realizados no Brasil (Estudo I – parte A), foram 
utilizados camundongos suíços albinos machos, da linhagem Swiss Webster, 
provenientes do biotério do Departamento de Psicobiologia da Universidade 
Federal de São Paulo (UNIFESP) e do Centro de Desenvolvimento de Modelos 
Experimentais da Universidade Federal de São Paulo (CEDEME), com 12 
semanas de idade no início do experimento. Os animais foram alocados em 
grupos de 20, em gaiolas plásticas (41 x 34 x 16 cm: largura x comprimento x 
altura, respectivamente), sendo mantidos em ambiente com temperatura 
controlada (23 ± 2o C), com 12 horas de ciclo claro-escuro (7:00 -19:00 horas) e 
com livre acesso a água e comida. 
No Estudo I – parte B foram utilizados camundongos suíços albinos 
machos, da linhagem Swiss Quackenbush, adquiridos do Animal Resources 
Centre (ARC – Perth/Austrália), com cerca de 8 a 12 semanas de idade no 
início de cada tratamento, alojados em grupos de 4 a 6 animais por gaiola 
moradia (30 x 19 x 13 cm: largura x comprimento x altura, respectivamente). 
Em todos os experimentos, os animais foram mantidos em ciclo claro-
escuro de 12 horas (luzes acesas entre 7:00 e 19:00 horas), com livre acesso a 
água e comida.  
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Drogas:  
 Etanol absoluto p.a. (Synth®) diluído a 15 % (p/v) em solução fisiológica 
(0,9% NaCl) foi utilizado nos experimentos da parte A e etanol absoluto 
(Merck Milipore®) nos experimentos da parte B; 
 Cloridrato de fenilefrina (agonista do receptor alfa1-adrenérgico; Sigma-
Aldrich®) dissolvido em solução salina; 
  Cloridrato de prazosina (antagonista do receptor alfa1-adrenérgico; 
Sigma-Aldrich®) dissolvido em solução salina e sonicado durante cinco 
minutos para facilitar a dissolução; 
  Cloridrato de ioimbina (antagonista do receptor alfa2-adrenérgico; Tocris 
Bioscience®) dissolvido em solução salina; 
  SB334867-A (antagonista do OX1R; Tocris Bioscience®) dissolvido em 
3% de dimetilsulfóxido (DMSO), 0.1% de ácido clorídrico (HCl – 6M) e 
água milliQ. 
 Equipamentos: 
 Caixas para medida da atividade locomotora: nos experimentos do 
Estudo I – parte A, foram utilizadas as caixas de atividade (84 x 58 x 45 cm) 
Opto-Varimex, fabricadas pela Columbus Instruments® (EUA), providas de 16 
pares de células fotoelétricas conectadas a um contador digital, acionado a 
cada passagem do animal. Os experimentos do Estudo I – parte B foram 
realizados em caixas de atividade locomotora (26 x 26 x 40 cm) fabricadas pela 
Coulbourn Truscan cujas características estão descritas em estudos prévios 
(Brown et al., 2009; McPherson et al., 2007). A resposta locomotora dos 
animais foi avaliada usando células fotópticas (Truscan Photobeam; Coulbourn 
Instruments®, Allentown, PA, USA) em um ambiente com baixa luminosidade 
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(20 lux) e com atenuação acústica. Os movimentos foram medidos por 
sensores ópticos localizados em três anéis, que detectam a atividade do animal 
após a interrupção dos feixes luminosos nos eixos x e y. 
 Criostato Leica. CM 1950 
 Microscópio de luz para análise histológica. 
 
Procedimentos comuns ao estudo I: 
 Administração fenilefrina, prazosina ou ioimbina: em todos os 
experimentos do Estudo I foi utilizada a via de administração intraperitoneal 
(i.p.). A administração de fenilefrina ocorria sempre 15 minutos antes da 
administração de etanol ou salina. A administração de prazosina ou ioimbina 
ocorria sempre 30 minutos antes da administração de etanol ou salina.  
 Testagem nas caixas de atividade: no Estudo I, inicialmente, todos os 
animais foram previamente habituados às caixas de atividade, em situações 
nas quais eles não receberam nenhuma administração de droga ou salina, 
permanecendo nelas durante 15 minutos. A habituação ocorreu com 
antecedência prévia de 72 horas no Estudo I – parte A e 24 horas no Estudo I 
– parte B, antes do início do tratamento com as drogas. Em todos os 
experimentos, os animais foram testados no período vespertino. 
 
3.2. Materiais e métodos do Estudo II 
 
Animais:  
No Estudo II foram utilizados: ratos geneticamente selecionados pela 
alta preferência por álcool, denominados iP rats (do inglês Indiana alcohol-
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preferring rats ou somente P rats), provenientes do biotério do Florey 
Neuroscience Institutes – University of Melbourne. A colônia matriz foi originária 
do laboratório do Professor T. K. Li (Indiana University – Indianápolis, EUA). Os 
animais foram alojados em grupos de 2 a 4 animais por gaiola moradia (50 x 60 
x 22 cm: largura x comprimento x altura, respectivamente), sendo que após a 
intervenção cirúrgica, foi alojado somente um rato por gaiola moradia. 
Em todos os experimentos, os animais foram mantidos em ciclo claro-
escuro de 12 horas (luzes acesas entre 7:00 e 19:00 horas), com livre acesso a 
água e comida.  
 Drogas:  
 Etanol absoluto (Merck Milipore®) diluído a 10% (v/v) em água de 
torneira; 
 SB334867-A (antagonista do OX1R; Tocris Bioscience®) dissolvido em 
3% de dimetilsulfóxido (DMSO), 0.5% de ácido clorídrico (HCl – 6M) e 
água milliQ. 
 Equipamentos: 
 Caixa operante para autoadministração oral de álcool: para o Estudo II 
foram utilizadas as caixas operantes (31,8 x 25,4 x 26,7 cm) da Med 
Associates® (St Albans, VT, USA). As caixas foram colocadas em estantes 
com atenuação acústica, com um ponto de ventilação para promover circulação 
do ar e mascarar ruídos externos. As caixas eram conectadas a um 
computador que utiliza o software Med-PC IV (Med Associates®) para registro 
das respostas de pressão às duas barras, indicativas de busca e preferência 
pelo etanol, realizadas pelo animal.  
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 Aparelho estereotáxico para introdução de cânulas-guia no córtex pré-
límbico (PLC) e na área tegmental ventral (VTA) de ratos. 
 Sistema de micro-administração de drogas no PLC e na VTA (bomba de 
micro-administração, micro-seringas Hamilton de 1,0 l, tubulação de 
polietileno, agulhas injetoras). 
 Criostato Leica. CM 1950 
 Microscópio de luz para análise histológica. 
 
Ética 
Todos os experimentos foram conduzidos de acordo com os Princípios 
Internacionais para a Pesquisa Biomédica envolvendo animais (International 
Guiding Principles for Biomedical Research Involving Animals (CIOMS) – 
Genebra, 2005). Todos os esforços foram feitos para minimizar o sofrimento 
animal e manter o número mínimo de utilização de animais. Os experimentos 
do Estudo I – parte A foram aprovados pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 
Universidade Federal de São Paulo (CEP 0766/08) e os experimentos do 
Estudo I – parte B e do Estudo II foram aprovados pelo Comitê de Ética em 
Pesquisa Animal da Howard Florey Institute (AEC Numbers 11-041 e 10-091, 
respectivamente), (ver Anexos 1, 2 e 3). 
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4. ESTUDO I - Influência da manipulação farmacológica 
dos receptores alfa-adrenérgicos na sensibilização 
comportamental ao etanol 
 
Parte A – Estudos realizados no Brasil 
 
 
4.1. OBJETIVOS 
 
a) Avaliar se a administração de fenilefrina, um agonista do receptor alfa1-
adrenérgico, per se interfere no desenvolvimento ou na expressão da 
sensibilização ao etanol; 
b) Avaliar se a administração de prazosina, um antagonista do receptor 
alfa1-adrenérgico, bloqueia o desenvolvimento a expressão da 
sensibilização ao etanol. 
 
4.2. MÉTODO e RESULTADOS 
 
4.2.1. Experimento 1 – Avaliação da influência da dose de 0,1 mg/kg do 
antagonista alfa1-adrenérgico prazosina no desenvolvimento da 
sensibilização ao efeito estimulante do etanol. 
 
4.2.1.1. Procedimentos 
 
Os camundongos foram inicialmente habituados à caixa de atividade, 
permanecendo nelas por 15 minutos, sem que nenhuma droga tenha sido 
administrada. Setenta e duas horas após a habituação, no 1o. dia de 
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tratamento (segunda-feira) os animais foram alocados para quatro diferentes 
grupos de tratamento, homogêneos em relação à média dos níveis de atividade 
locomotora no teste inicial (habituação). Cada animal recebeu apenas uma das 
seguintes combinações de drogas; grupo 1: 0,1 mg/kg de prazosina + 2,2 g/kg 
de etanol (Praz 0,1+EtOH; n=17); grupo 2: salina + 2,2 g/kg de etanol 
(Sal+EtOH; n=20); grupo 3: 0,1 mg/kg de prazosina + salina (Praz 0,1+Sal; 
n=17) e grupo 4: salina + salina (Sal+Sal; n=17). Todas as administrações 
foram realizadas por via i.p., com intervalo de 30 minutos entre as 
administrações. Após a segunda administração os animais foram 
imediatamente colocados nas caixas de atividade locomotora, sendo sua 
atividade registrada durante 15 minutos (teste agudo – dia 1). Os camundongos 
receberam o mesmo tratamento todas as segundas, quartas e sextas-feiras, 
durante 15 dias. A atividade locomotora dos animais foi testada nos dias 1, 5, 
10 e 15 para avaliar o desenvolvimento da sensibilização nos diferentes 
grupos. Nos dias 3, 8 e 12 os animais receberam o mesmo tratamento, mas 
retornaram imediatamente para suas gaiolas-moradia, não tendo sido expostos 
às caixas de atividade. Do dia 16 ao dia 20, os animais não receberam nenhum 
tipo de manipulação (exceto a limpeza das caixas moradia) ou tratamento, 
período denominado de wash out. Cinco dias após o último dia de 
tratamento/teste (dia 20) todos os animais foram desafiados com salina 
(desafio salina) e no dia 22 com 2,2 g/kg de etanol (desafio etanol). O quadro 1 
apresenta o esquema de tratamento e de desafios para os quatro grupos. 
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Quadro 1 – Esquema das substâncias administradas nos experimentos 1, 2 e 4 do estudo I – parte A. 
 
            Fase de Tratamento               Fase de Desafios 
 Dias 1, 3, 5, 8, 10, 12 e 15  Desafio Salina  
(dia 20) 
 Desafio Etanol 
 (dia 22) 
   
 
Experimentos e 
Grupos 
  
Tratamentoa, b 
   
Desafio 
  
Desafio 
  
Exp. 1         
Sal+Sal (n=17)  Salina + Salina   
Salina + Salina 
(em todos experimentos) 
  
Salina + EtOH 
(em todos experimentos) 
  
Sal+EtOH (n=20)  Salina + Etanol     
Praz 0,1+Sal (n=17)  Prazosina 0,1 mg/kg + Salina     
Praz 0,1+EtOH (n=17)  Prazosina 0,1 mg/kg + Etanol     
         
         
Exp. 2         
Sal+Sal (n=20)  Salina + Salina   
 
  
 
  
Sal+EtOH (n=21)  Salina + Etanol     
Praz 0,5+Sal (n=20)  Prazosina 0,5 mg/kg + Salina     
Praz 0,5+EtOH (n=17)  Prazosina 0,5 mg/kg + Etanol     
         
         
Exp. 4         
Sal+Sal (n=17)  Salina + Salina   
 
  
 
  
Sal+EtOH (n=20)  Salina + Etanol     
Fen+Sal (n=18)  Fenilefrina 1,0 mg/kg + Salina     
Fen+EtOH (n=15)  Fenilefrina 1,0 mg/kg + Etanol      
 
a Fenilefrina (ou salina) foi administrada 15 minutos antes da administração de etanol ou salina.i.p.. 
 b Prazosina (ou salina) foi administrada 30 minutos antes da administração de etanol ou salina i.p.. 
Todas as drogas foram administradas i.p.. 
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4.2.1.2. Análise estatística 
 A atividade locomotora medida pela contagem horizontal de feixes 
interrompidos na caixa de atividade apresentou distribuição normal e variância 
homogênea. Para comparação de médias dos grupos ao longo do tratamento 
foram utilizadas Análises de Variância (ANOVA) para medidas repetidas (para 
comparação do mesmo grupo ao longo do tratamento), assim como para 
comparação dos grupos nos desafios, seguidas pelo teste a posteriori de 
Newman-Keuls, caso um dos fatores atingisse o nível de significância (≤ 5%). 
Foram utilizados os softwares STATISTICA (StatSoft, Inc) e GraphPad Prism 5 
(GraphPad Software, Inc) para criação dos bancos de dados, análise dos 
resultados e elaboração dos gráficos. 
 
4.2.1.3. Resultados 
Estes experimentos foram conduzidos para avaliar a influência do 
antagonista alfa1-adrenérgico no desenvolvimento da sensibilização ao etanol. 
A figura 3A ilustra o desenvolvimento da sensibilização comportamental em 
camundongos tratados com Sal+EtOH ou Praz 0,1+EtOH, comparando seus 
níveis de atividade locomotora com os dos animais do grupo controle, tratados 
com Sal+Sal ou Praz 0,1+Sal. A ANOVA para medidas repetidas detectou 
como significativos os fatores tratamento (F3,67=15,72; p<0,001), testes 
(F3,201=7,54; p<0,001) e a interação entre os fatores tratamento x testes 
(F3,201=9,78; p<0,001). A prazosina per se não modificou a atividade locomotora 
dos animais durante o tratamento. Nos dias de teste 5, 10 e 15, camundongos 
tratados com Sal+EtOH apresentaram maiores níveis de atividade locomotora 
em relação ao seus próprios níveis no dia do teste 1 (agudo) (p<0,01) e 
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maiores níveis do que os dos animais do grupo salina nos dias de teste 5, 10 e 
15 (p<0,05). Animais tratados com Praz 0,1+EtOH apresentaram maiores 
níveis de atividade nos dias 10 e 15 do que seus próprios níveis no dia do teste 
agudo (p<0,01), indicando que a prazosina retardou o desenvolvimento da 
sensibilização comportamental ao etanol. 
A ANOVA para medidas repetidas detectou efeito significativo do fator 
desafio (F1,67=39,40; p<0,001) e da interação entre os fatores tratamento x 
desafio (F3,67=6,03; p<0,01). Todos os grupos apresentaram níveis 
semelhantes de atividade locomotora no desafio salina. No desafio etanol, 
camundongos tratados com Sal+EtOH apresentaram maiores níveis de 
atividade locomotora que os animais do grupo Sal+Sal. No mesmo desafio, 
ambos os grupos previamente tratados com etanol (Sal+EtOH e Praz 
0,1+EtOH) apresentaram níveis de atividade locomotora semelhantes (p=0,31) 
e maiores que seus próprios níveis durante o desafio salina (p<0,001). 
Portanto, observamos que a expressão da sensibilização comportamental ao 
etanol não foi afetada pelo tratamento prévio com 0,1 mg/kg de prazosina, 
embora esta droga tenha retardado seu desenvolvimento (figura 3B). 
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Figura 3: Atividade locomotora (média ± E.P. – contagens em 15 minutos) dos 
camundongos após o tratamento com 2,2 g/kg de etanol ou salina associado 
com 0,1 mg/kg de prazosina ou salina, nos testes 1, 5 10 e 15 (Parte A). 
Grupos: ○ Sal+Sal (n=17): salina + salina, ● Sal+EtOH (n=20): salina + 2,2 g/kg 
de etanol, □ Praz 0,1+Sal (n=17): 0,1 mg/kg de prazosina + salina, ■ Praz 
0,1+EtOH (n=17): 0,1 mg/kg de prazosina + 2,2 g/kg de etanol (*p<0,05: 
maiores níveis de atividade do que o grupo Sal+Sal na mesma ocasião; 
#p<0,05: maiores níveis de atividade do que seus próprios níveis no dia do 
teste agudo). (Parte B): Atividade locomotora nos desafios com salina e 2,2 
g/kg de etanol (*p<0,05: maiores níveis de atividade do que seus respectivos 
grupos controle no desafio Etanol; #p<0,05: maiores níveis de atividade do que 
seu próprio nível no desafio Salina). Todas as drogas foram administradas i.p.. 
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4.2.2. Experimento 2 – Avaliação da influência da dose de 0,5 mg/kg do 
antagonista alfa1-adrenérgico prazosina no desenvolvimento da 
sensibilização ao efeito estimulante do etanol. 
 
4.2.2.1. Procedimentos 
 
O procedimento experimental deste experimento foi semelhante ao 
descrito em relação ao experimento anterior (experimento 1), exceto que, neste 
caso, os animais foram tratados com 0,5 mg/kg de prazosina, como 
apresentado no quadro 1. Os grupos experimentais deste experimento 
receberam: 0,5 mg/kg de prazosina + 2,2 g/kg de etanol (Praz 0,5+EtOH; 
n=17); salina + 2,2 g/kg de etanol (Sal+EtOH; n=21); 0,5 mg/kg de prazosina + 
salina (Praz 0,5+Sal; n=20) e salina + salina (Sal+Sal; n=20). Todas as 
administrações foram i.p., com intervalo de 30 minutos entre elas. 
 
4.2.2.2. Resultados 
A ANOVA para medidas repetidas detectou efeito significativo dos 
fatores tratamento (F3,74=32,49; p<0,001), testes (F3,222=4,62; p<0,001) e da 
interação entre os fatores tratamento x testes (F3,222=4,01; p<0,001). Como 
pode ser observado na figura 4A, os resultados deste experimento foram 
semelhantes aos do experimento anterior. Nesta maior dose, o grupo Praz 
0,5+EtOH apresentou níveis de atividade locomotora significativamente 
menores que os do grupo Sal+EtOH nos dias de teste 5 e 15 (p<0,02). 
Entretanto, a prazosina per se não reduziu a atividade locomotora, uma vez 
que os grupos Praz 0,5+Sal e Sal+Sal apresentaram níveis de atividade 
semelhantes. Nesta dose, prazosina não bloqueou completamente, mas 
retardou o desenvolvimento da sensibilização ao etanol.  
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A ANOVA para medidas repetidas detectou influência significativa dos 
fatores tratamento (Sal+Sal, Sal+EtOH, Praz 0,5+Sal e Praz 0,5+EtOH; 
F3,74=6,90; p<0,001) desafio (salina ou etanol; F1,74=98,81; p<0,001) e da 
interação entre os fatores tratamento x desafio (F3,74=4,92; p<0,01). Todos os 
animais tratados com etanol (Sal+EtOH e Praz 0,5+EtOH), quando desafiados 
com etanol, apresentaram maiores níveis de atividade locomotora do que seus 
respectivos grupos controle (Sal+Sal e Praz 0,5+Sal; p<0,001). No desafio 
etanol, todos os animais, independentemente de seu tratamento prévio, 
apresentaram maiores níveis de atividade locomotora em relação ao desafio 
salina (p<0,05). A dose de 0,5 mg/kg de prazosina não modificou a expressão 
da sensibilização comportamental (figura 4B). 
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Figura 4: Atividade locomotora (média ± E.P. – contagens em 15 minutos) dos 
camundongos após o tratamento com 2,2 g/kg de etanol ou salina associado 
com 0,5 mg/kg de prazosina ou salina, nos testes 1, 5 10 e 15 (Parte A). 
Grupos: ○ Sal+Sal (n=20): salina + salina, ● Sal+EtOH (n=21): salina + 2,2 g/kg 
de etanol, ◊ Praz 0,5+Sal (n=20): 0,5 mg/kg de prazosina + salina, ♦ Praz 
0,5+EtOH (n=17): 0,5 mg/kg de prazosina + 2,2 g/kg de etanol (*p<0,05: 
maiores níveis de atividade do que o grupo Sal+Sal na mesma ocasião; 
#p<0,05: maiores níveis de atividade do que seus próprios níveis no dia do 
teste agudo; §p<0,05: menores níveis de atividade que o grupo Sal+EtOH nos 
dias 5 e 15). (Parte B): Atividade locomotora durante os desafios com salina e 
2,2 g/kg de etanol (*p<0,05: maiores níveis de atividade que seus respectivos 
grupos controle no desafio Etanol; #p<0,05: maiores níveis de atividade do que 
seus próprios níveis no desafio Salina). Todas as drogas foram administradas 
i.p.. 
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4.2.3. Experimento 3 – Avaliação da influência do antagonista alfa1-
adrenérgico na expressão da sensibilização ao efeito estimulante do 
etanol. 
 
4.2.3.1. Procedimentos 
 
O procedimento experimental adotado foi semelhante ao descrito nos 
experimentos anteriores, exceto que, dois diferentes grupos de animais foram 
tratados somente com salina (n=15) ou 2,2 g/kg de etanol (n=54), seguindo os 
mesmos procedimentos já descritos.  
Assim como no experimento anterior, do dia 16 ao dia 20, os animais 
não receberam nenhum tipo de manipulação ou tratamento (período de wash 
out). Cinco dias após o último dia de tratamento/teste, todos os animais foram 
submetidos a uma série de desafios. No dia 20, os animais foram desafiados 
com salina (desafio salina) e no dia 22 com 2,2 g/kg de etanol (desafio etanol). 
A partir do dia 24, diferentes grupos de animais receberam doses crescentes 
de prazosina, combinada com 2,2 g/kg de etanol ou salina. O quadro 2 mostra 
o esquema utilizado no desafio dos diferentes experimentos. Estes 
experimentos tiveram por finalidade avaliar se animais sensibilizados ao etanol 
apresentariam mudanças no comportamento locomotor quando desafiados 
com o antagonista do receptor alfa1-adrenérgico associado ou não ao etanol. 
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Quadro 2 – Esquema das substâncias administradas nos desafios nos grupos tratados com salina e etanol, dos experimentos 3, 5 e 6 do 
estudo I – parte A, iniciados após um período de wash out. 
  Fase de Desafios 
 Experimentos 
e Grupos 
 
 
Desafio Salina  
(dia 20) 
Desafio Etanol 
(dia 22) 
Desafio 1 – droga alfa1-
adrenérgica (dia 24) a,b 
Desafio 2 – droga alfa1-
adrenérgica (dia 26) a,b 
Desafio 3 – droga alfa1-
adrenérgica (dia 28) b 
Exp. 3.1       
Salina (n=8)  
 
 
Salina + Salina 
(em todos  
experimentos) 
Salina + EtOH      
(em todos 
experimentos) 
Praz 0,1 mg/kg + Salina Praz 0,5 mg/kg + Salina Praz 1,0 mg/kg + Salina 
Etanol (n=27) 
       
Exp. 3.2       
Salina (n=7)    Praz 0,1 mg/kg + EtOH Praz 0,5 mg/kg + EtOH Praz 1,0 mg/kg + EtOH 
Etanol (n=27) 
       
Exp. 5.1       
Salina (n=8)    Fen 0,5 mg/kg + Salina Fen 0,75 mg/kg + Salina  
Etanol (n=20) 
       
Exp. 5.2       
Salina (n=8)    Fen 0,5 mg/kg + EtOH Fen 0,75 mg/kg + EtOH  
Etanol (n=19) 
       
Exp. 6.1       
Salina (n=7)    Fen 1,0 mg/kg + Salina Fen 2,0 mg/kg + Salina  
Etanol (n=19) 
       
Exp. 6.2    Fen 1,0 mg/kg + EtOH Fen 2,0 mg/kg + EtOH  
Salina (n=7)       
Etanol (n=20) 
a Fenilefrina (ou salina) foi administrada 15 minutos antes da administração de etanol ou salina. 
 b Prazosina (ou salina) foi administrada 30 minutos antes da administração de etanol ou salina 
Todas as drogas foram administradas i.p.. 
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4.2.3.2. Resultados 
 Os camundongos dos experimentos 3.1 e 3.2 apresentaram níveis de 
atividade locomotora muito semelhante. A ANOVA de três vias detectou efeito 
significativo dos fatores tratamento (F1,65=14,67; p<0,001), testes (F3,195=3,37; 
p<0,05) e da interação entre os fatores tratamento x testes (F3,195=10,32; 
p<0,001), mas nenhum efeito significativo do fator experimento ou das 
interações entre os fatores tratamento x experimento (F1,65=0,05; p=0,83), 
testes x experimento (F3,195=0,26; p=0,85) ou tratamento x testes x experimento 
(F3,195=0,11; p=0,96). Por esta razão, nós analisamos os dados destes estudos 
de forma agrupada. Neste experimento, os camundongos tratados com etanol 
por duas semanas desenvolveram claramente sensibilização comportamental a 
esta droga, como pode ser observado na figura 5A. A ANOVA para medidas 
repetidas detectou influência significativa dos fatores tratamento (F1,67=15,08; 
p<0,001), testes (F3,201=3,69; p<0,05) e da interação entre os fatores 
tratamento x testes (F3,201=10,52; p<0,001). O grupo etanol apresentou maiores 
níveis de atividade locomotora nos dias 10 e 15 do que seus próprios níveis 
nos dias de teste 1 e 5 (p<0,001). 
A análise dos desafios com diferentes doses de prazosina + salina pela 
ANOVA para medidas repetidas detectou influência significativa do fator 
desafio (F4,132=35,45; p<0,001) e da interação entre os fatores tratamento x 
desafio (F4,132=5,66; p<0,001). No desafio EtOH, camundongos previamente 
tratados com etanol apresentaram maiores níveis de atividade locomotora do 
que os animais previamente tratados com salina (p<0,01), e maiores níveis do 
que seus próprios níveis nos desafios Sal, Praz 0,1+Sal, Praz 0,5+Sal e Praz 
1,0+Sal (p<0,001). Nos desafios Praz 0,5+Sal e Praz 1,0+Sal, os animais 
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previamente tratados com salina apresentaram menores níveis de atividade 
locomotora do que sob o desafio Sal (p<0,05), indicando uma diminuição na 
atividade locomotora induzida pela prazosina (figura 5B).  
Como demonstrado na figura 5C, a ANOVA para medidas repetidas 
detectou influência significativa do fator desafio (F4,128=10,65; p<0,001), no 
experimento 3.2. Quando associada com etanol, a prazosina diminuiu o 
aumento dos níveis da atividade locomotora dos animais induzido pelo etanol 
(p<0,001). Camundongos apresentaram maiores níveis de atividade no desafio 
EtOH do que no desafio Sal (p<0,001). 
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Figura 5: Atividade locomotora (média ± E.P. – contagens em 15 minutos) dos camundongos (A) após o tratamento com 2,2 
g/kg de etanol (n=54) ou salina (n=15), nos testes 1, 5 10 e 15 (#p<0,05: maiores níveis de atividade do que seus próprios 
níveis no dia do teste agudo). Dados agrupados dos experimentos 3.1 e 3.2. Desafios com prazosina + salina (B – 
Experimento 3.1) ou etanol (C – Experimento 3.2). Em cada experimento, todos os animais, foram testados sob a mesma 
associação de substâncias: Sal: Salina+Salina, EtOH: Salina+Etanol (2,2 g/kg), Praz 0,1+Sal ou EtOH: Prazosina (0,1 
mg/kg)+Salina ou Etanol (2,2 g/kg), Praz 0,5+Sal ou EtOH: Prazosina (0,5 mg/kg)+Salina ou Etanol (2,2 g/kg), Praz 1.0+Sal 
ou EtOH: Prazosina (1,0 mg/kg)+Salina ou Etanol (2,2 g/kg). (*p<0,05: maiores níveis de atividade que o grupo tratado com 
salina na mesma ocasião; #p<0,05: maiores níveis de atividade do que seus próprios níveis no desafio Sal; †p<0.05: menores 
níveis de atividade do que seus próprios níveis no desafio Sal; §p<0,05: menores níveis de atividade que seus próprios níveis 
sob desafio EtOH). Todas as drogas foram administradas i.p.. 
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4.2.4. Experimento 4 – Avaliação da influência do agonista alfa1-
adrenérgico no desenvolvimento da sensibilização ao efeito estimulante 
do etanol. 
 
4.2.4.1. Procedimentos 
 
O procedimento experimental seguido foi semelhante ao descrito no 
experimento 2, exceto que, neste caso, os animais foram tratados com 1,0 
mg/kg de fenilefrina, um agonista do receptor alfa1-adrenérgico, como mostra o 
quadro 1. Os grupos de tratamento deste experimento receberam: 1,0 mg/kg 
de fenilefrina + 2,2 g/kg de etanol (Fen+EtOH; n=15); salina + 2,2 g/kg de 
etanol (Sal+EtOH; n=20); 1,0 mg/kg de fenilefrina + salina (Fen+Sal; n=18) ou 
salina + salina (Sal+Sal; n=17). Todas as administrações foram i.p., com 
intervalo de 15 minutos entre as injeções.  
 
4.2.4.2. Resultados 
A ANOVA para medidas repetidas detectou influência significativa dos 
fatores tratamento (F3,66=17,42; p<0,001), testes (F3,198=18,46; p<0,001) e da 
interação entre os fatores tratamento x testes (F9,198=8,36; p<0,001). Foram 
observados níveis semelhantes de atividade locomotora nos camundongos 
tratados com Sal+EtOH e Fen+EtOH em todos os testes. Ambos os grupos 
apresentaram maiores níveis de atividade locomotora nos dias de teste 5, 10 e 
15 do que seus próprios níveis no dia do teste agudo (p<0,01), sendo que os 
níveis nos dias 10 e 15 (p<0,05) foram maiores do que os apresentados pelos 
seus grupos controles (Sal+Sal e Fen+Sal) nos mesmos dias de teste. Como 
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mostrado na figura 6A, o tratamento com 1,0 mg/kg de fenilefrina per se não 
modificou a atividade locomotora nem interagiu com etanol. 
A figura 6B ilustra a atividade locomotora dos quatro grupos de 
tratamento (Sal+Sal, Fen+Sal, Sal+EtOH e Fen+EtOH) nos desafios salina e 
etanol. A ANOVA para medidas repetidas detectou influência significativa dos 
fatores desafio (F1,66=56,58; p<0,001) e da interação entre os fatores 
tratamento x testes (F3,66=7,36; p<0,001). No desafio salina, todos os grupos 
apresentaram níveis de atividade semelhante. No desafio etanol, ambos os 
grupos previamente tratados com etanol (Sal+EtOH e Fen+EtOH) 
apresentaram maiores níveis de atividade locomotora do que seus respectivos 
grupos controles (Sal+Sal e Fen+Sal; p<0,01) e do que seus próprios níveis no 
desafio salina (p<0,001). A fenilefrina não induziu a uma resposta sensibilizada 
ou potencializou o efeito do etanol, talvez por um possível efeito teto, sendo 
improvável observar níveis de estimulação maiores do que os observados nos 
animais durante o teste locomotor. 
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Figura 6: Atividade locomotora (média ± E.P. – contagens em 15 minutos) dos 
camundongos após o tratamento com 2,2 g/kg de etanol ou salina associado 
com 1,0 mg/kg de fenilefrina ou salina, nos testes 1, 5 10 e 15 (Parte A). 
Grupos: ○ Sal+Sal (n=17): salina + salina, Δ Fen+Sal (n=18): 1,0 mg/kg de 
fenilefrina + salina, ● Sal+EtOH (n=20): salina + 2,2 g/kg de etanol e ▲ 
Fen+EtOH (n=15): 1,0 mg/kg de fenilefrina + 2,2 g/kg de etanol (*p<0,05: 
maiores níveis de atividade do que os grupos Sal+Sal e Fen+Sal na mesma 
ocasião; #p<0,05: maiores níveis de atividade do que seus próprios níveis no 
dia do teste agudo). (Parte B): Atividade locomotora durante os desafios com 
salina e etanol (*p<0,05: maiores níveis de atividade que seus respectivos 
grupos controle no desafio Etanol; #p<0,05: maiores níveis de atividade do que 
seus próprios níveis no desafio Salina). Todas as drogas foram administradas 
i.p.. 
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4.2.5. Experimento 5 – Avaliação da influência de baixas doses do 
agonista alfa1-adrenérgico na expressão da sensibilização ao efeito 
estimulante do etanol. 
 
4.2.5.1. Procedimentos 
 
O procedimento experimental adotado foi semelhante ao descrito no 
experimento 3, exceto que, neste caso, nos dias 24 e 26 os animais foram 
desafiados com duas baixas doses de fenilefrina (0,5 e 0,75 mg/kg) 
combinadas com 2,2 g/kg de etanol ou salina, como mostrado no quadro 2. 
 
4.2.5.2. Resultados 
Os camundongos dos experimentos 5.1 e 5.2 apresentaram níveis de 
atividade locomotora muito semelhante. A ANOVA de três vias detectou 
influência significativa dos fatores tratamento (F1,51=39,40; p<0,001), testes 
(F3,153=5,06; p<0,01) e da interação entre os fatores tratamento x testes 
(F3,153=10,38; p<0,001), mas nenhuma influência significativa do fator 
experimento (F1,51=0,00; p=0,99) ou das interações entre os fatores tratamento 
x experimento (F1,51=0,04; p=0,84); testes x experimento (F3,153=1,14; p=0,33); 
tratamento x testes x experimento (F3,153=0,58; p=0,63). Por esta razão, nós 
analisamos os dados destes estudos de forma agrupada. Os camundongos 
tratados com etanol por duas semanas desenvolveram claramente 
sensibilização comportamental a esta droga, como pode ser observado na 
figura 7A. A ANOVA para medidas repetidas detectou influência significativa 
dos fatores tratamento (F1,53=40,95; p<0,001), testes (F3,159=5,00; p<0,01) e da 
interação entre os fatores tratamento x testes (F3,159=10,28; p<0,001). O grupo 
etanol apresentou maiores níveis de atividade locomotora nos dias 5, 10 e 15 
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do que seus próprios níveis no teste agudo (p<0,05) e do que os apresentados 
pelo grupo salina nos mesmos dias de teste (p<0,05). 
A ANOVA para medidas repetidas detectou influência significativa do 
fator desafio (F3,78=21,47; p<0,001), assim como da interação entre os fatores 
tratamento x desafio (F3,78=4,13; p<0,01). No desafio EtOH, camundongos 
previamente tratados com etanol apresentaram maiores níveis de atividade 
locomotora do que os animais previamente tratados com salina (p<0,01), 
indicando expressão da sensibilização comportamental. Animais do grupo 
salina apresentaram maiores níveis de atividade locomotora após a 
administração aguda de etanol (no desafio EtOH) do que no desafio com salina 
(p<0,05), indicando um efeito estimulante do etanol. Camundongos 
previamente tratados com etanol apresentaram maiores níveis de atividade 
locomotora no desafio EtOH do que em todos os outros desafios (p<0,001). A 
administração de fenilefrina (em ambas as doses) não induziu efeito 
estimulante em animais previamente tratados com etanol ou salina, como pode 
ser observada na figura 7B. 
A figura 7C ilustra os resultados do experimento 5.2, nos desafios com 
Sal, EtOH, Fen 0,5+EtOH e Fen 0,75+EtOH. A ANOVA para medidas repetidas 
detectou influência significativa dos fatores tratamento (F1,25=6,78; p<0,05), 
desafio (F3,75=11,78; p<0,001) e da interação entre os fatores tratamento x 
desafio (F3,75=5,70; p<0,01). Os animais previamente tratados com etanol 
apresentaram maiores níveis de atividade locomotora nos desafios EtOH, Fen 
0,5+EtOH e Fen 0,75+EtOH em relação a seus próprios níveis no desafio Sal 
(p<0,001). A fenilefrina não modificou o efeito estimulante da atividade 
locomotora induzido pelo etanol. 
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Figura 7: Atividade locomotora (média ± E.P. – contagens em 15 minutos) dos camundongos (A) após o tratamento com 2,2 
g/kg de etanol (n=39) ou salina (n=16), nos testes 1, 5 10 e 15 (*p<0,05: maiores níveis de atividade que o grupo salina na 
mesma ocasião; #p<0,05: maiores níveis de atividade do que seus próprios níveis no dia do teste agudo). Dados agrupados 
dos experimentos 5.1 e 5.2. Desafios com prazosina + salina (B – Experimento 5.1) ou etanol (C – Experimento 5.2). Em 
cada experimento, os animais foram testados sob a mesma combinação de substâncias: Sal: Salina+Salina, EtOH: 
Salina+Etanol (2,2 g/kg), Fen 0,5+Sal ou EtOH: Fenilefrina (0,5 mg/kg)+Salina ou Etanol (2,2 g/kg), Fen 0,75+Sal ou EtOH: 
Fenilefrina (0,75 mg/kg)+Salina ou Etanol (2,2 g/kg). (*p<0,05: maiores níveis de atividade que o grupo tratado com salina na 
mesma ocasião; #p<0,05: maiores níveis de atividade do que seus próprios níveis no desafio Sal; §p<0,05: menores níveis de 
atividade que seus próprios níveis sob desafio EtOH).Todas as drogas foram administradas i.p.. 
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4.2.6. Experimento 6 – Avaliação da influência de altas doses do agonista 
alfa1-adrenérgico na expressão da sensibilização ao efeito estimulante do 
etanol. 
 
4.2.6.1. Procedimentos 
 
O procedimento experimental adotado foi semelhante ao descrito no 
experimento anterior, exceto que, neste caso, nos dias 24 e 26 os animais 
foram desafiados com doses altas de fenilefrina (1,0 e 2,0 mg/kg) combinadas 
com 2,2 g/kg de etanol ou salina, como apresentado no quadro 2. 
 
4.2.6.2. Resultados 
Como na fase de desenvolvimento da sensibilização comportamental, o 
fator experimento não foi significante (F1,49=0.01; p=0.93),adotamos os mesmos 
procedimentos de análise utilizados no experimento anterior, agrupando os 
dados da fase de desenvolvimento da sensibilização dos experimentos 6.1 e 
6.2 (figura 8A). A ANOVA de três vias detectou influência significativa dos 
fatores tratamento (F1,49=24,67; p<0,001), testes (F3,147=3,33; p<0,05) e da 
interação entre os fatores tratamento x testes (F3,147=6,62; p<0,001), mas 
nenhuma influência significativa do fator experimento ou das interações entre 
os fatores tratamento x experimento (F1,49=0,01; p=0,93); testes x experimento 
(F3,147=0,20; p=0,90); tratamento x testes x experimento (F3,147=0,07; p=0,98). A 
ANOVA para medidas repetidas detectou influência significativa dos fatores 
tratamento (F1,51=25,68; p<0,001), testes (F3,153=3,46; p<0,05) e da interação 
entre os fatores tratamento x testes (F3,153=6,58; p<0,01). O grupo etanol 
apresentou maiores níveis de atividade locomotora nos dias 10 e 15 do que 
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seus próprios níveis no teste agudo (p<0,05) e do que os apresentados pelo 
grupo salina no dia 15 (p<0,05), indicando um claro desenvolvimento da 
sensibilização ao etanol. 
Como pode ser visto na figura 8B, a ANOVA para medidas repetidas 
detectou influência significativa do fator desafio (Sal, EtOH, Fen 1,0+Sal e Fen 
2,0+Sal; F3,72=21,27; p<0,001) e da interação entre os fatores tratamento x 
desafio (F3,72=6,78; p<0,001). No desafio EtOH, camundongos previamente 
tratados com etanol apresentaram maiores níveis de atividade locomotora do 
que os animais previamente tratados com salina (p<0,01), e maiores níveis do 
que seus próprios níveis nos desafios Sal, Fen 1,0+Sal e Fen 2,0+Sal 
(p<0,001). Assim como no experimento 5.1, a administração de fenilefrina não 
induziu resposta sensibilizada ou sensibilização cruzada com etanol. 
Como mostra a figura 8C, no experimento 6.2, quando os camundongos 
foram desafiados com a combinação de etanol com altas doses de fenilefrina 
(1,0 e 2,0 mg/kg) eles apresentaram uma menor atividade locomotora em 
relação à sua própria atividade no desafio EtOH (p<0,05). A ANOVA para 
medidas repetidas detectou influência significativa do fator desafio (F3,75=9,03; 
p<0,001) e da interação entre os fatores tratamento x desafio (F3,75=2,79; 
p<0,05). Os animais previamente tratados com etanol apresentaram maiores 
níveis de atividade do que seus próprios níveis no desafio Sal (p<0,001). 
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Figura 8: Atividade locomotora (média ± E.P. – contagens em 15 minutos) dos camundongos (A) após o tratamento com 2,2 
g/kg de etanol (n=39) ou salina (n=14), nos testes 1, 5 10 e 15 (*p<0,05: maiores níveis de atividade que o grupo salina na 
mesma ocasião; #p<0,05: maiores níveis de atividade do que seus próprios níveis no dia do teste agudo). Dados agrupados 
dos experimentos 6.1 e 6.2. Desafios com prazosina + salina (B – Experimento 6.1) ou etanol (C – Experimento 6.2). Todos 
os animais, de cada experimento, foram testados sob a mesma combinação de substâncias: Sal: Salina+Salina, EtOH: 
Salina+Etanol (2,2 g/kg), Fen 1,0+Sal ou EtOH: Fenilefrina (1,0 mg/kg)+Salina ou Etanol (2,2 g/kg), Fen 2,0+Sal ou EtOH: 
Fenilefrina (2,0 mg/kg)+Salina ou Etanol (2,2 g/kg). (*p<0,05: maiores níveis de atividade que o grupo tratado com salina na 
mesma ocasião; #p<0,05: maiores níveis de atividade do que seus próprios níveis no desafio Sal; §p<0,05: menores níveis de 
atividade que seus próprios níveis sob desafio EtOH).Todas as drogas foram administradas i.p.. 
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Discussão parcial dos resultados do Estudo I – parte A 
Neste estudo, nós avaliamos a influência de drogas que atuam nos 
receptores alfa1-adrenérgicos nas fases de desenvolvimento e expressão da 
sensibilização comportamental ao efeito estimulante do etanol. Na primeira 
etapa deste estudo, observamos que a prazosina, um antagonista do receptor 
alfa1-adrenérgico, retardou o desenvolvimento da sensibilização, de maneira 
dose-dependente, e atenuou sua expressão. Na segunda etapa, observamos 
que a fenilefrina, um agonista do receptor alfa1-adrenérgico, nas doses mais 
altas, diminuiu a expressão da sensibilização comportamental embora não 
tenha afetado o seu desenvolvimento. 
Estudos que avaliaram a influência do sistema noradrenérgico nos 
efeitos reforçadores das drogas de abuso foram desenvolvidos, principalmente, 
com psicoestimulantes e opiáceos (Drouin et al., 2001; Drouin et al., 2002a; 
Jimenez-Rivera et al., 2006; Vanderschuren et al., 2003). Efeito semelhante ao 
encontrado em nosso estudo em relação à prazosina foi previamente descrito 
em relação a outras drogas de abuso, tais como cocaína, morfina e D-
anfetamina (Auclair et al., 2004; Drouin et al., 2001; Drouin et al., 2002a; 
Jimenez-Rivera et al., 2006; Vanderschuren et al., 2003; Ventura et al., 2003). 
Outros autores demonstraram que a administração sistêmica ou intra-PFC de 
prazosina, assim como a depleção de noradrenalina na mesma região cortical 
reduzem tanto o aumento da atividade locomotora induzido por 
psicoestimulantes e pela morfina, como os níveis de dopamina no NAc 
(Darracq et al., 1998; Drouin et al., 2001; Vegas et al., 2007; Ventura et al., 
2005; Ventura et al., 2003; Weinshenker e Schroeder, 2007). A prazosina 
também bloqueia o aumento da transmissão sináptica excitatória induzida pela 
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fenilefrina em neurônios dopaminérgicos da VTA (Velasquez-Martinez et al., 
2012). Estudos com microdiálise mostraram que a prazosina reverte o aumento 
dos níveis extracelulares de noradrenalina no PFC induzido pela D-anfetamina 
(Darracq et al., 1998; Florin et al., 1994). Outros autores observaram que este 
antagonista de receptor alfa1adrenérgico inibe a atividade de neurônios 
corticais glutamatérgicos, que têm projeções para a VTA, e também para o 
NAc, tanto direta como indiretamente (Karreman e Moghaddam, 1996; Sesack 
e Pickel, 1992; Thierry et al., 1979).  
Estudos recentes mostraram que na VTA, os receptores alfa1-
adrenérgicos estão localizados, principalmente, no terminal pré-sináptico do 
neurônio glutamatérgico (Rommelfanger et al., 2009). Estudos eletrofisiológicos 
demonstraram que o funcionamento do sistema glutamatérgico é primordial 
para a manutenção do disparo neuronal das células dopaminérgicas da VTA e 
para os efeitos das várias drogas de abuso (Georges e Aston-Jones, 2002; 
Grenhoff et al., 1993; Grenhoff et al., 1995; Grenhoff e Svensson, 1993; Lodge 
e Grace, 2006; Paladini e Williams, 2004; Saal et al., 2003; Ungless et al., 
2001; Wise, 2009; You et al., 2007). Em condições normais, a administração do 
etanol estimularia a circuitaria motivacional já sensibilizada e induziria a um 
aumento nos níveis extrassinápticos de glutamato em várias regiões, uma 
delas na VTA. Nossos dados sugerem que o bloqueio de receptores alfa1-
adrenérgicos pré-sinápticos pela prazosina, principalmente dos localizados nos 
neurônios glutamatérgicos do PFC, poderia reduzir a atividade do neurônio 
glutamatérgico que se projeta do PFC para a VTA, causando assim redução na 
atividade locomotora. A figura 9 ilustra a modulação noradrenérgica sobre as 
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vias dopaminérgica e glutamatérgica. Na figura 10, podemos observar o efeito 
hipotético do bloqueio da ação noradrenérgica sobre essas vias. 
 
 
 
Figura 9: Conexões anatômicas que sustentam as interações entre os 
sistemas noradrenérgico e dopaminérgico. A ativação do lócus coeruleus (LC) 
elicia o disparo da área tegmental ventral (VTA), resultando no aumento da 
liberação de dopamina no núcleo accumbens (NAc). A ativação do LC também 
afeta neurônios do córtex pré-frontal (PFC) que se projetam indiretamente para 
a VTA (relay). A liberação de glutamato na VTA resulta em um aumento na 
excitabilidade e maior liberação de dopamina no NAc. A VTA projeta para o LC, 
assim como para o PFC (Ornstein et al., 1987; Sara e Herve-Minvielle, 1995). 
Os núcleos A1 e A2 são grupos de células noradrenérgicas localizadas no 
tronco encefálico. Terminais representados em azul liberam noradrenalina; 
terminais representados em cinza liberam glutamato; e terminais representados 
em amarelo liberam dopamina. Figura modificada de Weinshenker e Schroeder 
(2007) e obtida de Sara (2009). 
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Figura 10: Modelo hipotético sobre o possível bloqueio e consequentes efeitos 
na modulação exercida pelo sistema noradrenérgico sobre a neurotransmissão 
dopaminérgica e glutamatérgica do circuito recompensatório 
mesocorticolímbico. A1 e A2: núcleos celulares noradrenérgicos do bulbo; LC: 
lócus coeruleus; PFC: córtex pré-frontal; VTA: área tegmental ventral; NAc: 
núcleo accumbens; em amarelo: projeções dopaminérgicas; em cinza: 
projeções glutamatérgicas; em azul: projeções noradrenérgicas. Figura 
modificada (Sara, 2009; Weinshenker e Schroeder, 2007). 
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Em relação ao efeito da fenilefrina, um agonista do receptor alfa1-
adrenérgico, neste estudo observamos que embora a administração de baixas 
doses (0,5 e 0,75 mg/kg) não tenha alterado a expressão da sensibilização 
comportamental induzida pelo etanol, em altas doses (1,0 e 2,0 mg/kg) 
observamos uma clara redução da atividade locomotora. Uma possível 
justificativa para estes efeitos aparentemente contraditórios é a ativação de 
receptores pré ou pós-sinápticos, dependendo da dose. A ativação do receptor 
alfa1-adrenérgico pós-sináptico no NAc poderia ter um efeito inibitório neste 
núcleo reforçador cerebral, e como produto final, levado à diminuição da 
atividade locomotora. Alternativamente, a administração i.p. das doses mais 
altas de fenilefrina poderia ter levado à ativação de receptores alfa1-
adrenérgicos localizados na pré-sinapse dos neurônios noradrenérgicos cujos 
corpos celulares se encontram no lócus coeruleus. Isto levaria inicialmente a 
um aumento da liberação de noradrenalina, que por sua vez ativaria tanto 
receptores alfa1 como alfa2-adrenérgicos. Outros autores demonstraram que 
dependendo da quantidade de noradrenalina disponível na fenda 
extrassináptica, ela pode atuar preferencialmente nos receptores localizados na 
pré ou pós-sinapse (Cools et al., 1987; Verheij e Cools, 2009). Ao estimular 
receptores alfa1-adrenérgicos da pré-sinapse, haveria um aumento na 
liberação de noradrenalina na fenda sináptica de neurônios noradrenérgicos. 
Este neurotransmissor tem maior afinidade de ligação com os receptores alfa2- 
do que com os alfa1-, sendo que a ativação do receptor alfa2- inibe a atividade 
da célula alvo, pois estes receptores estão acoplados a proteínas Gi, que 
inibem a via da adenilil ciclase/AMP cíclico (Duman e Nestler, 1995; Ramos e 
Arnsten, 2007). No NAc, a estimulação dos receptores alfa1-adrenérgicos tem 
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um efeito inibitório (Saigusa et al., 2012). A resultante comportamental deste 
processo seria uma redução da atividade locomotora.  
Em resumo, o bloqueio ou a hiperativação do receptor alfa1-adrenérgico 
modificou o padrão da atividade locomotora dos animais, sugerindo que o 
funcionamento normal do sistema noradrenérgico seja essencial para permitir o 
claro desenvolvimento e expressão da sensibilização comportamental ao efeito 
estimulante do etanol.  
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Parte B – Estudos realizados na Austrália 
 
 
 
4.3. OBJETIVOS 
 
a) Avaliar se a administração de ioimbina, um antagonista do receptor 
alfa2-adrenérgico, modifica o desenvolvimento e a expressão da 
sensibilização ao etanol; 
b) Avaliar se animais sensibilizados ao efeito estimulante do etanol 
apresentam alterações na atividade ou expressão da proteína de 
transcrição ΔFosB, e em caso positivo, e se a ioimbina modificaria 
esta imunorreatividade; 
c) Avaliar se a administração de SB334867-A, um antagonista do receptor 
de orexina do tipo I, modifica o desenvolvimento da sensibilização 
ao etanol. 
 
 
 
4.4. MÉTODO e RESULTADOS 
 
4.4.1. Experimento 1 – Avaliação do efeito da Ioimbina no 
desenvolvimento da sensibilização ao efeito estimulante do etanol. 
 
4.4.1.1. Procedimentos 
 
O procedimento experimental foi semelhante ao utilizado na parte A, 
exceto que neste estudo as administrações foram realizadas diariamente. Por 
dois dias consecutivos, os camundongos foram inicialmente habituados à caixa 
de atividade, permanecendo nelas por 15 minutos, sem que nenhuma droga 
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fosse administrada. Vinte e quatro horas após esta habituação, quatro grupos 
de animais com níveis de atividade locomotora basal (durante a habituação) 
semelhantes receberam um de quatro tipos de tratamento: 2,5 mg/kg de 
ioimbina + 2,0 g/kg de etanol (Yoh+EtOH; n=8); salina + 2,0 g/kg de etanol 
(Sal+EtOH; n=9); 2,5 mg/kg de ioimbina + salina (Yoh+Sal; n=10) ou salina + 
salina (Sal+Sal; n=10). Todas as administrações foram por via i.p., com 
intervalo de 30 minutos entre as injeções. Após a segunda administração os 
animais foram imediatamente colocados nas caixas de atividade locomotora, 
sendo sua atividade registrada durante 15 minutos (teste agudo, dia 1). Este 
tratamento repetiu-se todos os dias, por 14 dias, sendo os animais testados 
nos dias 7 e 14, para avaliar o desenvolvimento da sensibilização nos 
diferentes grupos.  
 
4.4.1.2. Análise estatística 
 A variável analisada, atividade locomotora medida pela contagem 
horizontal de feixes interrompidos na caixa de atividade apresentou distribuição 
normal e variância homogênea. Para comparação de médias dos grupos ao 
longo do tratamento, foram utilizadas Análises de Variância (ANOVA) para 
medidas repetidas (para comparação do mesmo grupo ao longo do tratamento) 
e ANOVA fatorial para comparação dos grupos nos diferentes desafios, 
seguidas pelo teste a posteriori de Newman-Keuls, caso um dos fatores 
atingisse o nível de significância (≤ 5%). Foram utilizados os softwares 
STATISTICA (StatSoft, Inc) e GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, Inc) para 
criação dos bancos de dados, análise dos resultados e elaboração dos 
gráficos. 
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4.4.1.3. Resultados 
A ANOVA para medidas repetidas detectou influência significativa do 
fator tratamento (F3,33=10,39; p<0,001) e da interação entre os fatores 
tratamento x testes (F6,66=5,19; p<0,001). O teste a posteriori de Newman-
Keuls detectou que o grupo Sal+EtOH apresentou maiores níveis de atividade 
no teste do dia 14 em relação ao teste do dia 7 (p<0,01) e ao teste do dia 1 
(p<0,001). O grupo Sal+EtOH apresentou maiores níveis de atividade que seu 
grupo controle (Sal+Sal) no teste do dia 14 (p<0,01). O grupo Yoh+EtOH 
apresentou menores níveis de atividade que o grupo Sal+EtOH no teste do dia 
14 (p<0,01). Estes resultados mostram que a ioimbina bloqueou o 
desenvolvimento da sensibilização ao etanol (figura 11). 
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Figura 11: Atividade locomotora (média ± E.P. – contagens em 15 minutos) 
dos camundongos após o tratamento com 2,0 g/kg de etanol ou salina, 
associado com 2,5 mg/kg de ioimbina ou salina, nos testes realizados nos dias 
1, 7 e 14. Grupos: ▲ Yoh+EtOH (n=8): 2,5 mg/kg de ioimbina + 2,0 g/kg de 
etanol; ● Sal+EtOH (n=9): salina + 2,0 g/kg de etanol; Δ Yoh+Sal (n=10): 2,5 
mg/kg de ioimbina + salina; e ○ Sal+Sal (n=10): salina + salina. (*p<0,05: 
maiores níveis de atividade do que o grupo Sal+Sal na mesma ocasião; 
#p<0,05: maiores níveis de atividade do que seus próprios níveis no dia do 
teste agudo; §p<0,05: menores níveis de atividade do que o grupo Sal+EtOH na 
mesma ocasião). Todas as drogas foram administradas i.p.. 
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4.4.2. Experimento 2 – Avaliação da influência da ioimbina na expressão 
da sensibilização comportamental ao etanol. 
 
4.4.2.1. Procedimentos 
 
O procedimento experimental adotado neste experimento foi semelhante 
ao descrito no experimento anterior, exceto que dois diferentes grupos de 
animais foram tratados somente com salina (n=31) ou 2,0 g/kg de etanol 
(n=31), seguindo os mesmos procedimentos já descritos.  
Do dia 14 ao dia 23, os animais não receberam nenhum tipo de 
manipulação (exceto a limpeza das caixas moradia) ou tratamento, período 
chamado de wash out. Dez dias após o último dia de tratamento/teste, os 
animais foram desafiados com as seguintes combinações de drogas: 2,5 mg/kg 
de ioimbina + 2,0 g/kg de etanol (Yoh+EtOH); salina + 2,0 g/kg de etanol 
(Sal+EtOH); 2,5 mg/kg de ioimbina + salina (Yoh+Sal) ou salina + salina 
(Sal+Sal) e foram testados nas caixas de atividade locomotora. Este 
experimento foi realizado para avaliar se animais sensibilizados ao etanol 
expressariam a sensibilização se pré-tratados com um antagonista 
noradrenérgico. 
 
4.4.2.2. Resultados 
A ANOVA para medidas repetidas detectou influência significativa dos 
fatores tratamento (F1,60=59,97; p<0,001), testes (F2,120=3,54; p<0,05) e da 
interação entre os fatores tratamento x testes (F2,120=7,55; p<0,001). Como 
mostra a figura 12, animais do grupo etanol apresentaram maiores níveis de 
atividade nos testes dos dias 7 e 14 (p<0,01) do que ele seus próprios níveis 
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no teste 1 (p<0,01). O grupo etanol apresentou maiores níveis de atividade que 
seu grupo controle salina em todos os testes (p<0,01). Os animais tratados 
com etanol apresentaram clara sensibilização comportamental aos efeitos 
estimulantes do etanol. 
A ANOVA fatorial detectou influência significativa do fator desafio 
(F3,51=12,92; p<0,001) e da interação entre os fatores tratamento x desafio 
(F3,51=3,99; p<0,01). Sob o desafio com Sal+EtOH, o grupo etanol apresentou 
maiores níveis de atividade que o grupo salina (p<0,001). Camundongos 
desafiados com Sal+EtOH apresentaram maiores níveis de atividade em 
relação aos animais desafiados com Sal+Sal (p<0,001) ou Yoh+EtOH 
(p<0,001), demonstrando que a ioimbina também bloqueou a expressão da 
sensibilização ao etanol (figura 13). 
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Figura 12: Atividade locomotora (média ± E.P. da distância percorrida em cm 
durante 15 minutos) dos camundongos após o tratamento com 2,0 g/kg de 
etanol ou salina nos testes 1, 7 e 14. Grupos: ● etanol (n=31) e ○ salina (n=31). 
(*p<0,05: maiores níveis de atividade que o grupo salina na mesma ocasião; 
#p<0,05: maiores níveis de atividade que seus próprios níveis no teste agudo). 
Todas as drogas foram administradas i.p.. 
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Figura 13: Atividade locomotora (média ± E.P. da distância percorrida em cm 
durante 15 minutos) dos camundongos previamente tratados com 2,0 g/kg de 
etanol ou salina nos diferentes desafios. Diferentes animais foram desafiados 
com 2,5 mg/kg de ioimbina ou salina 30 minutos antes da administração de 2,0 
g/kg de etanol ou salina. Desafios: Yoh+EtOH: 2,5 mg/kg de ioimbina + 2,0 g/kg 
de etanol; Sal+EtOH: salina + 2,0 g/kg de etanol; Yoh+Sal: 2,5 mg/kg de 
ioimbina + salina; e Sal+Sal: salina + salina. (*p<0,05: maiores níveis de 
atividade do que o grupo salina sob desafio Sal+EtOH; #p<0,05: maiores níveis 
de atividade do que o próprio grupo em relação ao desafio Sal+Sal; §p<0,05: 
menores níveis de atividade do que o próprio grupo no desafio Sal+EtOH. 
Todas as drogas foram administradas i.p.. 
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4.4.3. Experimento 3 – Avaliação da atividade e expressão do fator de 
transcrição ΔFosB de animais sensibilizados ao efeito estimulante do 
etanol. 
 
4.4.3.1. Procedimentos 
Para este estudo utilizamos amostras teciduais dos animais 
testados/tratados no experimento 1 da parte B deste estudo. O procedimento 
para a avaliação da atividade e expressão de ΔFosB foi realizado da seguinte 
maneira: 
 Preparação do tecido: Vinte e quatro horas após o último dia de 
tratamento/teste, todos os animais dos grupos Yoh+EtOH, Yoh+Sal, 
Sal+EtOH e Sal+Sal foram anestesiados e foram individualmente 
perfundidos transcardiamente com 300 mL de solução tampão fosfato 
salina (PBS, 0,1M; pH 7.4) seguido pela fixação com 100 mL de 
paraformaldeído a 4% (PFA; SIGMA) diluído em PBS. Os animais foram 
imediatamente decapitados e os cérebros foram rapidamente removidos 
e pós-fixados em um fixador contendo sacarose a 10%, permanecendo 
neste fixador durante uma noite (overnight). Logo após, os cérebros 
foram seccionados em um criostato em cortes de 40 μm no plano 
coronal e suspensos em uma microplaca com 48 poços para cultura de 
tecidos contendo solução crioprotetora (Watson et al., 1986), e 
armazenado a -20ºC até seu uso. 
 Imunocoloração de Fos: o procedimento de imunohistoquímica que foi 
realizado foi descrito por Madsen et al.(2012a; 2012b), McDougall et al. 
(2004) e McLean et al.(1999). Os cortes dos cérebros de cada grupo 
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experimental foram processados para cada região cerebral de interesse 
através da técnica de free floating. As regiões cerebrais que foram 
examinadas incluíram: região cortical (Bregma 4,7 a 2,5), estriado 
(Bregma 1,7 a 0,7), amígdala (Bregma -2,1 a -3,3), núcleo subtalâmico 
(Bregma -3,6 a -4,3), mesencéfalo (Bregma -4,8 a -6,04) e lócus 
coeruleus (Bregma -9,3 a -10,3) (Paxinos e Franklin, 2001). Os cortes 
foram removidos do crioprotetor, foram lavados com 0,1M PBS (3 x 
5min); hidratados por 15 min. com solução metanol a 10% e peróxido de 
hidrogênio a 10% (a 30% em estoque) dissolvidos em PBS. Depois, 
lavados novamente com 0,1M PBS (3 x 5min). Após a lavagem, os 
cortes foram incubados com anticorpo rabbit polyclonal Fos B antibody 
(1:250, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) para o ensaio 
para ΔFos B ou anticorpo anti-NPY (1:1000, desenvolvido no próprio 
laboratório) para o ensaio para neuropeptídeo Y, ambos em solução 
PBS contendo Normal Goat Serum (NGS) em uma diluição de 1:200 e 
Triton X-100 (TX-100) a 0,5% em overnight (16h) em temperatura 
ambiente e agitação constante. Na manhã seguinte, os cortes foram 
lavados, e pré-bloqueados com PBS contendo TX-100 a 0,5% e NGS a 
1:200, antes de serem incubados com biotinylated horse anti-rabbit 
secondary antibody (1:500, Vector Laboratories, East Brisbane, 
Australia) em PBS contendo TX-100 a 0,5% e NGS a 1:200 por 1 hora. 
Os cortes foram lavados e incubados com Vectastain Elite ABC Kit 
(Vector Laboratories) em PBS por 1 hora. Logo após, eles foram 
lavados e os cortes reagiram com níquel enriquecido com solução de 
3,3 k-diaminobenzidine tetrahydrochloride chromagen (DAB, Sigma; 
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25% 0,4 MPBS, 0,004% p/v ammonium chloride/ammonium nickel (II) 
sulphate hexahydrate) por cerca de 15 minutos, e sua imunoreatividade 
foi revelada através da adição de peróxido de hidrogênio. A reação foi 
terminada com a lavagem em PBS 0,1 M. Os cortes foram 
subsequentemente montados em lâminas com gelatina 0,5%, e estas 
foram diferenciadas, limpas e cobertas com Depex Mountin Medium 
(BDH Laboratory Supplies, Poole, Dorset, UK). 
 Análise microscópica: a análise do tecido e contagem de células 
marcadas (positivas) foram realizadas unilateralmente em cada corte, 
sem referência ao grupo tratado. As regiões analisadas foram: caudado 
putâmen, núcleo accumbens (NAc), complexo amigdalóide, substância 
negra pars reticulata e lócus coeruleus. A quantificação de Fos 
imunoreativo foi realizada tanto no microscópio Olympus BH-2 com 
sistema de análise com dispositivo de captura de vídeo para 
estereologia L-RGB, que compreende um microscópio Leica DM LB-2, 
unidade de vídeo Optronics, correndo em Stereo Investigator 6.00-PR 
(MicroBrightField Inc., Williston, VT, USA) e usando o MicroFire 2.1 B 
plug-in for Optronics para vídeo captura.  
 
4.4.3.2. Resultados 
Neste experimento não foi detectada diferença entre os diferentes 
tratamentos, pois os animais que foram tratados com etanol, e, neste caso, 
constituem o grupo controle positivo comportamental da nossa amostra, não 
expressaram a proteína de transcrição, como pode ser observada na figura 14. 
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Analisamos todo o encéfalo, porém, nenhuma região expressou a proteína de 
transcrição ΔFosB. 
Para determinar se a técnica ou reagentes não estavam comprometidos, 
junto com a mesma amostra testamos outro tecido, de camundongos da 
linhagem C57BL/6 submetidos a uma dose aguda de metanfetamina. Nesta 
amostra, foi detectada a expressão da proteína ΔFosB várias regiões cerebrais, 
tais como córtex piriforme e região do estriado (figura 15). 
Para testar e comprovar a integridade do tecido dos animais submetidos 
ao tratamento descrito anteriormente, foi realizado um ensaio 
imunohistoquímico para neuropeptídeo Y (NPY) com a mesma amostra de 
tecido cerebral dos animais submetidos ao tratamento com etanol. Como pode 
ser observado na figura 16, houve expressão do neuropeptídeo Y, 
demonstrando integridade do tecido e adequação da técnica aplicada.  
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Figura 14: Fotomicrografia ilustrando ausência de imunorreatividade no teste 
de expressão de ΔFosB de animais tratados com salina + 2,0 g/kg de etanol, 
por 14 dias, nas regiões do (A e B) córtex piriforme e (B) estriado (caudado 
putamen) e núcleo accumbens. Barra de escala = 100 μm. 
A 
B 
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Figura 15: Fotomicrografia ilustrando imunorreatividade positiva para a 
expressão de ΔFosB após uma dose aguda de 2,0 mg/kg de metanfetamina 
(i.p.) do tecido controle positivo, nas regiões do (A e B) córtex piriforme e (B) 
estriado (caudado putamen) e núcleo accumbens. Barra de escala = 100 μm. 
A 
B 
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Figura 16: Fotomicrografia ilustrando imunorreatividade presente na expressão 
de NPY de animais tratados com salina combinado com 2,0 g/kg de etanol, por 
14 dias, (A e B) na região do hipotálamo. Barra de escala = 100 μm. 
 
A 
B 
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4.4.4. Experimento 4 – Influência da administração do antagonista do 
receptor de OX1 no desenvolvimento da sensibilização ao efeito 
estimulante do etanol. 
 
4.4.4.1. Procedimentos 
O procedimento experimental seguido foi semelhante ao descrito no 
primeiro experimento da parte B do Estudo I, exceto que, neste experimento, 
os camundongos foram alocados em três diferentes grupos de tratamento, os 
quais receberam: 10 mg/kg de SB334867-A-A + 2,0 g/kg de etanol (SB+EtOH; 
n=10), veículo + 2,0 g/kg de etanol (Vei+EtOH; n=9) ou salina + salina 
(Sal+Sal; n=10). Assim como no estudo prévio, todas as administrações foram 
i.p., com intervalo de 30 minutos entre as injeções. Após a segunda 
administração os animais foram imediatamente colocados nas caixas de 
atividade locomotora, sendo sua atividade registrada durante 15 minutos (teste 
agudo). Este tratamento repetiu-se por 14 dias, sendo os animais testados nos 
dias 1, 7 e 14, para avaliar o desenvolvimento da sensibilização nos vários 
grupos. 
 
4.4.4.2. Resultados 
A ANOVA para medidas repetidas detectou influência significativa do 
fator testes (F2,34 = 7,81; p<0,01). Nos dois grupos os testes a posteriori de 
Newman-Keuls detectou maiores níveis de atividade no teste 14 em relação 
aos testes 1 (p<0,01) e 7 (p<0,01), demonstrando que ambos os grupos 
desenvolveram a sensibilização ao etanol (figura 17). 
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Figura 17: Atividade locomotora (média ± E.P. – contagens em 15 minutos) 
dos camundongos após o tratamento com 2,0 g/kg de etanol ou salina (i.p.) 
associado com 10 mg/kg de SB334867-A ou veículo, nos testes dos dias 1, 7 e 
14. Grupos: ● Vei+EtOH (n=9): veículo + 2,0 g/kg de etanol; ■ SB+EtOH 
(n=10): 10 mg/kg de SB334867-A + 2,0 g/kg de etanol; ○ Sal+Sal (n=10): salina 
+ salina. (#p<0,05: maiores níveis de atividade do que seus próprios níveis no 
dia 1 – teste agudo). Todas as drogas foram administradas i.p.. 
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Discussão dos resultados do Estudo I – parte B 
Na segunda parte deste estudo verificamos que a ioimbina, um 
antagonista de receptor alfa2-adrenérgico, bloqueou o desenvolvimento e a 
expressão da sensibilização aos efeitos estimulantes do etanol. Além disso, 
não foi detectada expressão da proteína de transcrição ΔFosB nas amostras do 
tecido de camundongos sensibilizados ao etanol, ou seja, que 
comportamentalmente apresentaram aumento do seu padrão de atividade 
locomotora com a exposição repetida de etanol. 
 
Efeito da ioimbina na sensibilização comportamental 
Os resultados observados com a administração de ioimbina foram 
surpreendentes e contrários à maioria dos relatos da literatura. De modo geral, 
no SNC, agonistas de receptores alfa2-adrenérgicos diminuem, enquanto 
antagonistas aumentam a liberação de noradrenalina, através da ligação em 
autorreceptores alfa2-adrenérgicos dos neurônios ou terminais nervosos 
noradrenérgicos (Trendelenburg et al., 2001; Trendelenburg et al., 1994). 
Em relação à sensibilização comportamental à nicotina, alguns autores 
demonstraram que a administração crônica de clonidina, um agonista do 
receptor alfa2-adrenérgico, bloqueia o aumento da atividade locomotora 
induzido pela nicotina (Kotagale et al., 2010). Outros autores também 
demonstraram que este agonista alfa2-adrenérgico diminui a magnitude da 
sensibilização comportamental à morfina, cocaína e D-anfetamina (Chen et al., 
2007; Jimenez-Rivera et al., 2006; Vanderschuren et al., 2003). Alguns autores 
observaram que antagonistas de receptores α2-adrenérgicos, como o idazoxan 
e o efaroxan, estimulam o comportamento rotacional induzido pelo 
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metilfenidato ou apomorfina (Chopin et al., 1999). Em relação à ioimbina, 
estudo mostra que este antagonista alfa2-adrenérgico não modificou os 
parâmetros da sensibilização comportamental à nicotina (Kotagale et al., 2010), 
assim como não modifica o desenvolvimento e nem a expressão da 
sensibilização à cocaína (Jimenez-Rivera et al., 2006). No entanto, o 
atipamezol ou o idazoxan, antagonistas do receptor alfa2-adrenérgico, 
bloqueiam o desenvolvimento da sensibilização comportamental à D-
anfetamina (Juhila et al., 2003). 
Em baixas doses, o etanol estimula o aumento na liberação de 
noradrenalina, induzindo, como efeito comportamental, a uma estimulação 
locomotora (Karoum et al., 1976; Liljequist e Engel, 1980; Thadani e Truitt, 
1977). Além do efeito na transmissão noradrenérgica, a administração aguda 
de etanol induz aumento na atividade central de neurônios GABAérgicos, 
resultando na potencialização das propriedades sedativas desta droga (Biswas 
e Carlsson, 1978; Cott et al., 1976; Liljequist e Engel, 1979). Com isso, é 
possível pensar que a ioimbina exerça, ao mesmo tempo, uma ação 
bloqueadora sobre os efeitos estimulantes do etanol, através do bloqueio de 
receptores alfa2-adrenérgicos pós-sinápticos, e, portanto, potencializando as 
propriedades sedativas do etanol através do bloqueio do efeito estimulante.  
Como discutido anteriormente, a VTA é uma estrutura anatômica 
relacionada ao desenvolvimento da sensibilização comportamental, e o NAc é 
um dos principais locais associados à expressão da sensibilização a 
psicoestimulantes (Cador et al., 1999; Cador et al., 1995; Sorg e Ulibarri, 1995). 
Outras regiões do SNC como o PFC, também participam do desenvolvimento e 
expressão da sensibilização comportamental induzida por psicoestimulantes 
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(Cador et al., 1999; Wolf et al., 1995). O LC modula a atividade de disparo de 
neurônios dopaminérgicos do mesencéfalo na VTA e na substância negra pars 
compacta (Grenhoff et al., 1993). Uma possível explicação para os resultados 
obtidos neste estudo seria que a ioimbina poderia ter bloqueado tanto os 
receptores alfa2-adrenérgicos de neurônios noradrenérgicos pré como os pós-
sinápticos, que inervam várias regiões do cérebro. Consequentemente, poderia 
ter ocorrido um aumento da liberação de noradrenalina no terminal sináptico 
destes locais. Como esta catecolamina tem maior afinidade para se ligar aos 
receptores alfa2-adrenérgicos do que aos alfa1-adrenérgico, a ativação destes 
receptores levaria a uma atividade inibitória da célula alvo, pois os receptores 
alfa2-adrenérgicos estão acoplados a proteínas Gi que inibem a via da 
adenilato ciclase/AMP cíclico (Duman e Nestler, 1995; Ramos e Arnsten, 
2007). Como este mesmo neurotransmissor pode ter ativado o receptor alfa1-
adrenérgico, que poderia ser pré ou pós-sináptico, pode ter estimulado a célula 
alvo. No PFC, há receptores alfa2-adrenérgicos pré e pós-sinápticos 
localizados nas camadas das células piramidais, e o bloqueio principalmente 
destes receptores pré-sinápticos, induzido pela ioimbina, poderia ter diminuído 
a atividade dos neurônios deste núcleo.  
Outra possível explicação para os nossos resultados seria o fato de que 
a ioimbina também tem afinidade moderada sobre os receptores 
serotonérgicos 5-HT1A, 5-HT1B, 5-HT1D e 5-HT2. Os receptores 5-HT1A e 5-
HT2 também são encontrados nos neurônios piramidais do PFC (Santana et 
al., 2004). A ioimbina ativa os receptores 5-HT1A, enquanto bloqueia os 
receptores 5-HT2. Além disso, as ações da ioimbina nos receptores 5-HT1A e 
5-HT2 poderiam diminuir a frequência de disparos dos neurônios no mPFC 
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(Millan et al., 2000). Os receptores serotonérgicos do tipo 5-HT2C também são 
expressos e modulam a via dopaminérgica mesolímbica (Clemett et al., 2000; 
Higgins e Fletcher, 2003). Antagonistas de receptor 5-HT2C quando 
administrados diretamente no NAc, reduzem a hiperatividade e a expressão da 
sensibilização induzida por cocaína, assim como o aumento da liberação de 
dopamina no NAc (McMahon et al., 2001; Navailles et al., 2008; Zayara et al., 
2011). Estudo prévio realizado em nosso laboratório demonstrou que a 
administração intra-NAc de um antagonista específico de receptor 5-HT2C 
bloqueou a expressão da sensibilização comportamental ao etanol (Andrade et 
al., 2011). É possível que tenha ocorrido bloqueio destes receptores, 
culminando em efeitos similares ao observados em estudos prévios de nosso 
laboratório. Baseados nestes dados, podemos sugerir que no presente estudo, 
o efeito observado também seria devido ao bloqueio dos receptores 5-HT2C, 
culminando em efeitos similares ao observados por Andrade et al. (2011). 
  
Avaliação do ΔFosB 
 Modificações comportamentais se desenvolvem gradualmente e 
progressivamente durante a exposição repetida a uma droga de abuso, e 
podem persistir por meses e anos após a interrupção do uso da droga. A 
exposição repetida a uma droga de abuso altera a quantidade, e mesmo o tipo 
de genes expressos em regiões cerebrais específicas. Tal expressão genética 
modificada altera a função de determinadas populações de neurônios e a 
grande circuitaria neural na qual os neurônios operam (Nestler, 2004). O uso 
de drogas de abuso induz uma perturbação da transmissão sináptica, 
causando mudanças em numerosas vias de sinalização, que eventualmente 
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sinalizam para o núcleo celular, onde proteínas específicas, chamadas fatores 
de transcrição, são alteradas, podendo ser produzidas em maior ou menor 
quantidade. Os fatores de transcrição se ligam em pequenas sequências do 
DNA localizadas em regiões regulatórias dos genes e, desta forma, controlam o 
padrão de transcrição do gene (Nestler, 2004). 
 A ΔFosB é um dos fatores de transcrição, membro da família Fos. A 
ΔFosB é a única entre estas proteínas que é induzida em resposta à exposição 
em longo prazo a uma droga, além de ser uma proteína altamente estável. 
Durante o curso da repetida administração da droga, a ΔFosB é acumulada 
gradualmente, e após um tempo se torna a proteína Fos predominante 
presente no NAc e no estriado dorsal (Chen et al., 1997; Chen et al., 1995; 
Hiroi et al., 1997; Hope et al., 1994). A estabilidade da ΔFosB se deve a dois 
mecanismos principais: a ausência de um carbono terminal no domínio do 
FosB; e ao fato de que a ΔFosB é fosforilada em vários resíduos de serina pela 
caseína quinase II e outras proteínas quinases e tais fosforilações estabilizam a 
proteína (Nestler, 2004). 
 O entendimento do papel da ΔFosB na dependência de drogas se iniciou 
a partir de estudos com camundongos transgênicos nos quais a ΔFosB pôde 
ser manipulada em regiões específicas, como o NAc e outras regiões estriatais 
(Chen et al., 1998; Kelz et al., 1999). Os animais superexpressam ΔFosB em 
neurônios espinhais médios que contém dinorfina/substância P, região na qual 
se acredita que as drogas induzam a produção desta proteína. Camundongos 
que superexpressam ΔFosB apresentam resposta locomotora aumentada à 
cocaína após administração aguda e crônica (Kelz et al., 1999). Além disso, 
eles apresentam aumento na sensibilidade aos efeitos recompensatórios da 
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cocaína e morfina no modelo de condicionamento de preferência ao lugar (Kelz 
et al., 1999; Kelz e Nestler, 2000). Estes dados sugerem que a ΔFosB 
aumentaria a sensibilidade do animal à cocaína e talvez tenha o mesmo papel 
para outras drogas. Hiroi et al. (1997) observaram que camundongos knockout 
para o gene fosB não desenvolvem sensibilização à cocaína. No entanto, estes 
animais apresentaram efeito estimulante agudo aumentado induzido pela 
cocaína, dado inconsistente com resultados prévios (Hiroi et al., 1997). 
A exposição crônica às drogas de abuso, incluindo o etanol, aumenta a 
expressão da ΔFosB em várias áreas do sistema mesolímbico e mesocortical, 
no entanto, elas diferem em seu grau de indução (Atkins et al., 1999; Ehrlich et 
al., 2002; McDaid et al., 2006; Muller e Unterwald, 2005; Nye e Nestler, 1996; 
Perrotti et al., 2008; Pich et al., 1997; Zachariou et al., 2006). Ratos que 
receberam em sua dieta 7% de etanol (consumo “forçado”), durante 17 dias, 
apresentaram imunorreatividade positiva para ΔFosB nas regiões do PFC, 
amígdala e giro denteado do hipocampo (Perrotti et al., 2008). Li et al. (2010b) 
observaram que no modelo de consumo voluntário conhecido como two bottle 
free choice (escolha livre entre duas garrafas), ratos com acesso intermitente 
ao álcool 20%, durante 35 dias, aumentaram atividade da proteína FosB/ΔFosB 
em regiões como o núcleo accumbens (região core), estriado dorsolateral e 
córtex orbitofrontal.  
Em um estudo com amostras postmortem, de indivíduos dependentes de 
álcool, foi avaliada a imunorreatividade da ΔFosB na região dos córtices 
órbitofrontal e pré-frontal medial, não tendo sido detectadas diferenças na 
expressão de ΔFosB entre indivíduos dependentes de álcool e controles não 
dependentes. Os autores observaram que a imunorreatividade à ΔFosB no 
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tecido cerebral humano é muito baixa, e talvez, a proteína não seja acumulada 
nos córtices órbitofrontal e pré-frontal medial de indivíduos dependentes de 
álcool, sugerindo que ele não esteja envolvido diretamente na manutenção da 
dependência, ou pelo menos, na dependência de álcool (Watanabe et al., 
2009). 
Do modo semelhante, o resultado obtido em nosso estudo foi 
surpreendente. Camundongos receberam administração diária de 2,0 g/kg de 
etanol, durante 14 dias e este tratamento induziu sensibilização 
comportamental, fenômeno comportamental estudado com várias drogas de 
abuso, que indica ocorrência de neuroplasticidade com o uso repetido das 
drogas. Entretanto, não observamos nenhuma alteração na expressão da 
proteína de transcrição de longa duração que sinaliza modificação na 
plasticidade celular. Assim como no estudo de Li et al. (2010b), o antissoro 
utilizado em nosso estudo foi do lote #sc-48 (Santa Cruz Biotechnology), que 
reconhece tanto a proteína FosB como a ΔFosB. Em nosso caso, os animais 
foram eutanasiados 24 horas após a última exposição às drogas. Este intervalo 
foi baseado em estudos prévios, que mostraram que de 18 a 24 horas após um 
estímulo, toda a quantidade de FosB é degradada, restado somente a proteína 
estável, a ΔFosB, como produto da expressão do gene fosb (Chen et al., 1997; 
Chen et al., 1995; Hope et al., 1994; Perrotti et al., 2008; Ulery et al., 2006). 
Uma hipótese para explicar a imunorreatividade negativa de nosso 
experimento, seria o intervalo utilizado para eutanasiar os animais. Assim como 
nos estudos de Li et al (2010b) e Perroti et al. (2008), utilizamos um intervalo 
respeitado de 18 a 24 horas, portanto, o intervalo entre a última exposição à 
droga e a eutanásia não seria o fator da imunorreatividade ausente. A ΔFosB é 
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uma proteína estável e por isso, caso fosse induzida, ela persistiria nestas 
regiões por semanas e meses após a interrupção da exposição à droga 
(Nestler et al., 2001a; Nestler et al., 2001b). Além disso, quando testamos as 
condições do tecido através do ensaio imunohistoquímico com NPY, a nossa 
amostra apresentou imunorreatividade positiva, demonstrando integridade do 
tecido e de toda a técnica processada até o momento do ensaio 
imunohistoquímico. O NPY é um dos neuropeptídeos mais bem conhecidos e 
abundantes do cérebro de mamíferos (Allen et al., 1983; Chronwall et al., 1985; 
Dumont et al., 1992). Em ensaio imunohistoquímico para NPY, geralmente é 
mantido um intervalo de 24 horas após a exposição a algum agente, protocolo 
semelhante ao que seguimos em nosso experimento (Cohen et al., 2012). 
Baseados em nossos resultados, podemos sugerir que a imunorreatividade 
negativa à ΔFosB poderia ser explicada devido à exposição à droga, no caso, 
ao etanol ter ocorrido por um período demasiadamente curto, por uma dose 
baixa ou pelo modelo de estudo aplicado. Em nosso estudo, os animais 
apresentaram mudança em seu padrão comportamental de acordo com o 
tratamento utilizado (14 dias com a dose de 2,0g/kg de etanol). Nos estudos de 
Perroti et al. (2008) e Li et al. (2010) o modelo animal utilizado foi o de 
consumo (McCabe et al.) de etanol, sendo que o animal precisava emitir uma 
resposta ativa para obter a droga. Diferentemente, em nosso modelo, o etanol 
era injetado no animal, que passivamente recebia a droga. Sugerimos que 
talvez o método de administração de etanol (passivo), a dose ou o tempo de 
tratamento possam ter sido insuficientes para ativar a cascata de reação da 
proteína ΔFosB. 
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Efeito do SB334867-A na sensibilização comportamental ao etanol 
No presente estudo, camundongos tratados com 10 mg/kg de 
SB334867-A não apresentaram atividade locomotora reduzida em relação ao 
grupo que foi tratado somente com etanol, demonstrando que o antagonista 
não reduziu ou bloqueou o desenvolvimento da sensibilização comportamental, 
ao menos na dose testada. Observamos no teste agudo uma redução não 
significativa da atividade locomotora induzida pelo antagonista do receptor de 
OX1, que desapareceu durante o tratamento. No entanto, estes efeitos não 
foram estatisticamente significativos.  
Nossos dados são contrários aos apresentados em estudos prévios 
(Macedo et al., 2011; Richards et al., 2008; Voorhees e Cunningham, 2011). 
Uma possível explicação para tais divergências seria a diferença na dose do 
antagonista de receptor de OX1 utilizada. Nos demais estudos foram utilizaram 
doses maiores de SB334867-A, o que sugere que a ausência de efeito em 
nossos dados poderia ser uma consequência da baixa dose do antagonista. 
Porém, optamos por utilizar esta dose de SB334867-A com base em dados da 
literatura que mostravam que em altas doses, o SB334867-A também teria 
efeito de bloqueio dos receptores do tipo OX2 (Scammell e Winrow, 2011). 
O antagonismo do OX1R, pela administração de SB334867-A impediu o 
estabelecimento de um condicionamento de preferência ao lugar associado ao 
etanol, considerado “fraco”, mas não teve efeito quando foi utilizado um 
protocolo diferente que levaria a um “forte” condicionamento (Voorhees e 
Cunningham, 2011). Recentemente, outro antagonista do OX1R, o SB-408124, 
também não afetou a aquisição ou a expressão do condicionamento de 
preferência ao lugar induzido pelo etanol (Shoblock et al., 2011). 
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A administração intracerebroventricular dos peptídeos orexina-A ou 
orexina-B aumenta a atividade locomotora de camundongos (Narita et al., 
2006). A administração de SB334867-A tanto sistêmica como intra-VTA 
bloqueia a sensibilização comportamental à cocaína (Borgland et al., 2006). A 
administração aguda de SB334867-A reduz os níveis extracelulares de 
dopamina no NAc, aumentados pela administração de anfetamina, além de 
bloquear a expressão da sensibilização à anfetamina (Quarta et al., 2010). No 
entanto, diferentemente do que ocorre em relação à cocaína, o SB334867-A 
não alterou a resposta aguda e a sensibilização à morfina (Sharf et al., 2010a). 
O antagonismo do OX1R diminui a atividade locomotora e a expressão da 
sensibilização comportamental ao etanol, mas não modifica a atividade 
espontânea de ratos ou camundongos (Macedo et al., 2011; Richards et al., 
2008; Voorhees e Cunningham, 2011).  
No presente estudo observamos que, ao administrar um antagonista de 
receptor alfa2-adrenérgico, não houve desenvolvimento nem expressão da 
sensibilização comportamental ao etanol. Ademais, animais submetidos ao 
protocolo de sensibilização comportamental de 14 dias, apresentaram 
imunorreatividade negativa para a expressão da proteína de transcrição 
ΔFosB, mesmo apresentando alteração comportamental após a exposição ao 
etanol. Camundongos tratados com um antagonista de receptor OX1 
apresentaram tolerância ao efeito depressor induzido pelo próprio antagonista. 
  
 
 
 
 
 
 
 
Estudo II
  
5. ESTUDO II - Influência da manipulação farmacológica 
do receptor de orexina do tipo I em um modelo de 
recaída ao álcool 
 
5.1. OBJETIVOS 
 
Avaliar se a administração do antagonista de receptor orexinérgico do 
tipo I (OX1R), o SB334867-A-A, intra córtex pré-límbico ou intra área tegmental 
ventral, bloqueia o reestabelecimento da busca pelo álcool induzido por pistas 
ambientais (Jupp et al., 2011a; Jupp et al., 2011b). 
 
5.2. MÉTODO e RESULTADOS 
 
5.2.1. Experimento 1 – Influência da administração do antagonista do 
receptor de OX1 no córtex pré-límbico no restabelecimento da busca pelo 
álcool, em ratos geneticamente selecionados por sua preferência pelo 
álcool. 
 
5.2.1.1. Procedimentos 
Neste estudo foram utilizados os alcohol-preferring iP ratos (ou 
simplesmente P rats), animais geneticamente selecionados pela sua 
preferência pelo álcool. Estes animais foram treinados para se 
autoadministrarem etanol (10% v/v) em um modelo de condicionamento 
operante, seguindo protocolo previamente publicado (Adams et al., 2008; 
Cowen et al., 2005a; Cowen et al., 2005b; Lawrence et al., 2006; Liang et al., 
2006). Inicialmente, os animais foram alocados em caixas operantes (Med 
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Associates) que possuem duas alavancas, dispostas em lados opostos da 
caixa. Uma delas foi considerada a alavanca ativa (sempre associada a 
recompensa) e a outra a alavanca inativa (sempre associada a água). Abaixo 
da alavanca ativa foi associada uma pista olfativa: duas gotas de essência de 
baunilha, colocadas em um compartimento específico da caixa operante, junto 
com a serragem, diretamente abaixo da alavanca ativa. Este foi considerado o 
estímulo positivo (S+). Abaixo da alavanca inativa não foi colocada nenhuma 
pista olfativa (S-). Foi utilizado um padrão fixo de resposta (FR3, da sigla fixed 
ratio 3), no qual, o animal deveria pressionar a alavanca (tanto a ativa quanto a 
inativa) três vezes para receber os respectivos líquidos. Um estímulo luminoso 
de um segundo (CS+) era apresentado simultaneamente à disponibilização dos 
líquidos. Cada sessão durava 20 minutos. Inicialmente foi oferecida ao animal 
uma solução de 5% de etanol combinado com 10% de sacarose. No decorrer 
dos dias de teste, assim que fosse observada estabilidade na 
autoadministração de etanol, a porcentagem de etanol era aumentada para 
10% e iniciava-se o processo de retirada de sacarose. Quando os animais 
recebessem somente a solução de etanol 10% sem sacarose, era iniciado o 
registro para avaliação de seu comportamento de autoadministração da droga. 
Em cada sessão, o total de respostas de pressão à barra ativa, para obtenção 
de etanol, e da barra inativa, para obtenção de água era gravado. Após a 
aquisição do comportamento de pressão da alavanca e do estabelecimento de 
um padrão estável de consumo de etanol, os animais foram submetidos a uma 
cirurgia estereotáxica para implantação de cânulas-guia no córtex pré-límbico 
(PLC, do inglês, prelimbic cortex). 
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Cirurgia para implantação de cânulas-guia sobre o PLC: os ratos foram 
submetidos à cirurgia estereotáxica após o período de condicionamento, ou 
seja, após os ratos apresentarem preferência por álcool (10% v/v) e padrão de 
consumo estável. Os ratos foram anestesiados com isoflurano. Quando 
observado completa anestesia do animal, estes foram colocados no aparelho 
estereotáxico e a superfície do crânio foi exposta, sendo perfurados dois 
pequenos orifícios para a implantação das cânulas-guia (2,4 mm de 
cumprimento x 1,5 mm distância entre as cânulas, Plastics One®), feitas de 
aço inoxidável, e implantadas sobre o PLC. Foram utilizadas as seguintes 
coordenadas do Atlas de Paxinos e Watson (2007): 3,2 mm anterior ao 
bregma; -/+ 0,75 mm na coordenada látero-medial; e - 2,4 mm dorso-medial. 
Foram perfurados mais quatro orifícios no crânio para colocação de parafusos 
para auxiliar na fixação das cânulas. Um mandril, de 4,4 mm para PLC (Plastics 
One®), foi colocado sob as cânulas-guias para evitar obstrução e acúmulo de 
detritos, e retirados apenas para os procedimentos de administração. A cânula-
guia foi fixada com cimento acrílico, que também cobriu toda a superfície 
cranial e os parafusos de fixação expostos. Ao término da cirurgia, os ratos 
receberam salina, Meloxicam® (3,0 mg/kg, analgésico) e Tribactral® (0,2 
mL/kg, antibiótico), todos via intraperitoneal (i.p.) para sua recuperação, se 
necessário 7 dias após o procedimento cirúrgico. Além disso, os animais eram 
pesados todos os dias e, de acordo com seu estado, recebiam solução 
fisiológica para auxiliar na sua recuperação. Durante o período pós-cirúrgico, 
foi dada uma suplementação dietética, chamada de mash, que consistia em 
ração dissolvida em solução de sacarose a 10%. 
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Após o período de recuperação, eles foram submetidos a um novo 
período de treinamento, para verificar se o padrão de busca pelo álcool era 
semelhante mesmo após a cirurgia. Em seguida, os animais foram submetidos 
a um período de extinção do comportamento. Durante as sessões de extinção, 
foram removidas das caixas operantes todas as pistas olfatórias e visuais, além 
das recompensas. Os animais passavam pelas sessões de extinção durante 11 
dias, ou caso fosse necessário, até que seu padrão de resposta fosse 
considerado estável e menor que 10% da resposta inicial, em relação à 
alavanca ativa. Após o período de extinção, os animais foram testados para 
verificar se a administração de SB334867-A, um antagonista de OX1R, ou 
veículo intra-PLC bloquearia o reestabelecimento da busca pelo álcool induzido 
pela reapresentação das pistas ambientais. No dia do teste de 
reestabelecimento, as pistas olfatórias e visuais foram recolocadas nas caixas 
operantes, mas sem liberar as recompensas para o animal. 
Procedimento para administração intra-PLC: os animais foram 
cuidadosamente imobilizados para retirada dos mandris de dentro das cânulas-
guia. Foram inseridas, nas cânulas-guia, injetoras de aço inoxidável (4,4 mm; 
Plastics One®) - ligadas a um sistema de microinjeção (bomba de 
microadministração com duas seringas Hamilton de 1,0 μl) por tubulação de 
polietileno contendo as soluções a serem administradas. A administração de 
0,3 μg/lado de SB334867-A (n=7) ou de veículo (n=10) foi realizada em ambos 
os lados do PLC, em uma velocidade de 0,1 μL/0,53 min. Ao término da 
administração, as injetoras foram mantidas no local por 1,6 minutos e então 
retiradas. Durante todo o período em que os animais receberam a 
administração da droga, assim como no período de espera até o início do teste 
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comportamental, os ratos permaneceram em caixas específicas para este fim. 
Somente após o teste comportamental, os mandris foram recolocados nas 
cânulas-guia para evitar obstrução e acúmulo de detritos.  
Histologia: para verificar se as cânulas foram implantadas corretamente 
e a mensurar a extensão da lesão, após o fim do tratamento os ratos foram 
anestesiados e decapitados para retirada dos cérebros. Os encéfalos foram 
removidos, congelados em nitrogênio líquido e mantidos a -80°C em gelo seco 
até serem cortados em criostato, em secções de 40 μm. Os cortes foram 
montados em lâminas e corados pela técnica de Neutral-red. As figuras 18, 21 
e 24 ilustram as validações histológicas das cirurgias em que as cânulas foram 
implantadas corretamente.  
 
5.2.1.2. Análise estatística 
 A variável intervalar analisada (número de vezes que o animal 
pressionou as alavancas) apresentou distribuição normal e variância 
homogênea entre os grupos. Para comparação das médias foram utilizadas 
ANOVAs para medidas repetidas (para comparação entre as respostas 
pressão das alavancas durante a autoadministração operante e nas fases da 
extinção e reestabelecimento), seguidas pelo teste a posteriori de Bonferroni 
quando atingido o nível de significância (≤ 5%). Foi utilizado o software 
GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, Inc) para criação dos bancos de 
dados, análise dos resultados e elaboração dos gráficos. 
 
______________________________________________________________ Estudo II 
 
 104 
 
 
Figura 18: Verificação histológica do local da administração no córtex pré-
límbico dos animais que receberam 0,3 μL de SB334867-A ou veículo e foram 
submetidos ao teste de restabelecimento da busca pelo etanol, de acordo com 
o atlas de Paxinos e Watson (2007). 
● Indica correta posição das cânulas no córtex pré-límbico. 
□ Indica posição das cânulas em áreas adjacentes ao córtex pré-límbico 
(controle anatômico). 
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5.2.1.2. Resultados 
A ANOVA para medidas repetidas detectou influência significativa dos 
fatores alavanca (F1,168=85,63; p<0,001), semana do teste (F6,168=2,29; p<0,05) 
e a interação entre os fatores alavanca x semana do teste (F6,168=3,46; p<0,01). 
O teste a posteriori de Bonferroni detectou que em todas as semanas, em 
maior frequência os animais pressionaram a alavanca associada ao álcool do 
que a alavanca associada à água (figura 19A). 
A figura 19B apresenta o perfil de resposta dos animais após o 
procedimento cirúrgico, mostrando que sua preferência pelo etanol não foi 
modificada. A ANOVA para medidas repetidas detectou influência significativa 
do fator alavanca (F1,112=67,88; p<0,001).  
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Figura 19: Média (±E.P.) das respostas com razão fixa 3 (FR3) para etanol ou 
água de ratos treinados durante 7 semanas (A) antes do procedimento 
cirúrgico e testados novamente durante 5 dias (B) após a cirurgia para 
implantação de cânulas intracerebral.  
 *p<0,05: maior resposta FR3 em relação à alavanca associada à água. 
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Nos animais em que as cânulas-guia estavam localizadas no PLC, a 
ANOVA para medidas repetidas detectou influência significativa dos fatores 
alavanca (F1,30=118,3; p<0,001), tratamento (F2,30=36,47; p<0,001) e da 
interação entre os fatores alavanca x tratamento (F2,30=41,37; p<0,001). O teste 
a posteriori de Bonferroni detectou que no dia do reestabelecimento, os 
animais sob SB334867-A (n=7) ou veículo (n=10) pressionaram a alavanca 
associada ao etanol em maior frequência do que quando testados no dia da 
extinção. Não houve diferença na alavanca associada à água durante o 
período de extinção (p>0,05) e de reestabelecimento (p>0,05), 
independentemente do tratamento (SB334867-A x veículo). O padrão de 
resposta foi reduzido quando comparado o número de vezes que o animal 
pressionou a alavanca ativa (associada ao etanol) sob SB334867-A em relação 
ao veículo, demonstrando que o antagonista orexinérgico diminuiu a busca do 
animal pela droga (figura 20A). 
No grupo controle anatômico, ou seja, no qual as cânulas-guia foram 
implantadas em regiões adjacentes ao PLC, mas não no PLC, a ANOVA para 
medidas repetidas detectou influência significativa dos fatores alavanca 
(F1,19=130,4; p<0,001), tratamento (F2,19=18,91; p<0,001) e da interação entre 
os fatores alavanca x tratamento (F2,19=22,13; p<0,001). Os animais 
pressionaram mais a alavanca ativa no dia do teste de reestabelecimento que 
em comparação à fase de extinção (p<0,001). No entanto, não houve diferença 
entre os animais tratados com SB334867-A (n=6) ou veículo (n=6) no dia do 
reestabelecimento (figura 20, parte B) 
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Figura 20: Efeito da administração intra-PLC (A) ou na área de controle 
anatômico (B) de SB334867-A (0,3 μL) ou veículo durante o teste de 
reestabelecimento da busca pelo álcool, ou água, utilizando esquema do tipo 
FR3 e comparação com o desempenho na fase extinção (EXT). Não houve 
modificação da resposta à alavanca associada à água. 
 # p<0,05: maior resposta FR3 em comparação à observada na fase de 
extinção. 
 § p<0,05: tratamento com SB334867-A reduziu a resposta FR3 para 
etanol. 
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5.2.2. Experimento 2 – Influência da administração do antagonista do 
receptor de OX1 no córtex pré-límbico no restabelecimento da busca pela 
sacarose. 
 
5.2.2.1. Procedimentos 
O procedimento experimental que foi seguido foi semelhante ao descrito 
no experimento anterior, exceto que, ao invés de o estímulo condicionado ser o 
etanol, foram utilizadas soluções de 0,7 a 0,2% de sacarose, seguindo os 
mesmos procedimentos já descritos. 
 
5.2.2.2. Resultados 
A ANOVA para medidas repetidas detectou influência significativa dos 
fatores alavanca (F1,78=210,7; p<0,001), semana (F3,78=12,03; p<0,001) e da 
interação entre os fatores alavanca x semana (F3,78=11,30; p<0,001). Assim 
como durante a fase de autoadministração de etanol, em todas as semanas, os 
animais pressionaram mais a alavanca associada à sacarose do que a 
alavanca associada à água (figura 22A).  
Após a intervenção cirúrgica, os animais continuaram a apresentar 
preferência pela sacarose em relação à água. A ANOVA para medidas 
repetidas detectou influência significativa do fator alavanca (F1,182=105,9; 
p<0,001) (figura 22B). 
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Figura 21: Verificação histológica do local da administração no córtex pré-
límbico dos animais que receberam 0,3 μL de SB334867-A ou veículo e foram 
submetidos ao teste de restabelecimento da busca pela sacarose, de acordo 
com o atlas de Paxinos e Watson (2007). 
● Indica correta posição das cânulas no córtex pré-límbico. 
□ Indica posição das cânulas em áreas adjacentes ao córtex pré-límbico. 
(controle anatômico). 
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Figura 22: Média (±E.P.) das respostas com razão fixa 3 (FR3) para sacarose 
ou água de ratos treinados durante 4 semanas (A) antes do procedimento 
cirúrgico e testados novamente durante 8 dias (B) após a cirurgia para 
implantação de cânulas intra cerebral.  
 *p<0,05: maior resposta FR3 em relação à alavanca associada à água. 
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A ANOVA para medidas repetidas detectou influência significativa dos 
fatores alavanca (F1,25=70,53; p<0,001), tratamento (F2,25=10,63; p<0,01) e da 
interação entre os fatores alavanca x tratamento (F2,25=11,71; p<0,01). No dia 
do reestabelecimento, os animais que receberam veículo (n=7) ou SB334867-A 
(n=7) pressionaram a alavanca associada à sacarose em maior frequência do 
que quando testados durante a extinção. Não houve diferença no padrão de 
resposta entre os tratamentos (SB334867-A x veículo) no dia do teste de 
reestabelecimento da busca pela sacarose (p>0,05). Portanto, o antagonista 
orexinérgico não modificou a busca do animal pelo reforço natural (sacarose) 
(figura 23). 
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Figura 23: Efeito da administração intra-PLC de 0,3 μL de SB334867-A ou de 
veículo durante o teste de reestabelecimento da busca pela sacarose na 
resposta FR3 para a sacarose ou água e comparação do seu comportamento 
com o observado na fase de extinção. Não houve modificação da resposta à 
alavanca associada à água. 
 # p<0,05: maior resposta FR3 em comparação à extinção. 
 
 
______________________________________________________________ Estudo II 
 
 114 
 
5.2.3. Experimento 3 – Influência da administração do antagonista do 
receptor de OX1 na área tegmental ventral no restabelecimento da busca 
pelo álcool, em ratos geneticamente selecionados por sua preferência 
pelo álcool. 
5.2.3.1. Procedimentos 
O procedimento experimental seguido foi semelhante ao descrito no 
primeiro experimento desde estudo, exceto que, a implantação das cânulas-
guia foi na área tegmental ventral (VTA) do mesencéfalo. As coordenadas 
seguidas para a implantação das cânulas-guia (9,5 mm de cumprimento x 2,0 
mm distância entre as cânulas, Plastics One®), foram: 5,4 mm anterior ao 
bregma; -/+ 1,0 mm na coordenada latero-medial; e – 8,5 mm dorso-medial 
(utilizando injetora e mandril com 10,5 mm de cumprimento).  
Procedimento para administração intra-VTA: os animais foram 
cuidadosamente imobilizados para retirada dos mandris de dentro das cânulas-
guia. Em seguida, foram inseridas, nas cânulas-guia, injetoras de aço 
inoxidável (10,5 mm; Plastics One®) ligadas a um sistema de microinjeção 
(bomba de microadministração com duas seringas Hamilton de 1,0 μl ligadas a 
uma tubulação de polietileno contendo a solução a ser administrada). A 
administração de 0,3 μg/lado de SB334867-A (n=16) ou de veículo (n=16) foi 
realizada em ambos os lados da VTA, em uma velocidade de 0,1 μL/0,67 min. 
Ao término da administração, as injetoras foram mantidas no local por 2 
minutos e então retiradas. Durante todo o período em que os animais 
receberam a administração da droga, assim como no período de espera até o 
início do teste comportamental, os ratos permaneceram em caixas específicas 
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para este fim. Somente após o teste comportamental, os mandris foram 
recolocados nas cânulas-guia para evitar obstrução e acúmulo de detritos.  
 
5.2.3.2. Resultados 
A ANOVA para medidas repetidas detectou influência significativa dos 
fatores alavanca (F1,24=54,30; p<0,001), tratamento (F2,24=16,11; p<0,001) e da 
interação entre os fatores alavanca x tratamento (F2,24=11,62; p<0,01). No dia 
do teste de reestabelecimento, os animais sob SB334867-A ou veículo 
pressionaram a alavanca ativa (associada ao etanol) em maior frequência do 
que durante a extinção. Perfil semelhante apresentado pelos animais que 
receberam a administração de SB334867-A (n=9) intra-VTA, o antagonista 
orexinérgico quando administrado intra-VTA reduziu o padrão de resposta no 
dia do teste de reestabelecimento da busca pelo etanol em relação à 
administração do veículo (n=9) intra-VTA (p<0,01). Não houve diferença entre 
os tratamentos (SB334867-A x veículo) em relação à pressão na alavanca 
associada à água durante o período de extinção (p>0,05) e no período de 
reestabelecimento (p>0,05), independentemente do tratamento (figura 25A).  
No grupo controle anatômico, ou seja, no qual as cânulas-guia foram 
implantadas em regiões adjacentes à VTA, mas não na própria VTA, a ANOVA 
para medidas repetidas detectou influência significativa dos fatores alavanca 
(F1,18=67,51; p<0,001), tratamento (F2,18=8,08; p<0,01) e da interação entre os 
fatores alavanca x tratamento (F2,18=10,71; p<0,01). Da mesma forma que no 
controle anatômico do PLC, os animais pressionaram mais frequentemente a 
alavanca ativa no dia do teste de reestabelecimento do que na fase de extinção 
(p<0,001), porém não houve diferença entre os animais tratados com 
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SB334867-A (n=7) ou veículo (n=7) no dia do teste de reestabelecimento 
(figura 25B). 
 
 
 
 
Figura 24: Verificação histológica do local da administração na área tegmental 
ventral dos animais que receberam 0,3 μL de SB334867-A ou veículo e foram 
submetidos ao teste de restabelecimento da busca pelo etanol, de acordo com 
o atlas de Paxinos e Watson (2007). 
● Indica correta posição das cânulas na área tegmental ventral. 
□ Indica posição das cânulas em áreas adjacentes à área tegmental ventral 
(controle anatômico). 
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Figura 25: Efeito da administração (A) intra-VTA (B) ou do controle anatômico 
do SB334867-A ou veículo durante o teste de restabelecimento da busca pelo 
álcool na resposta FR3 para etanol ou água e comparação do seu 
comportamento com a extinção. Não houve modificação da resposta à 
alavanca associada à água. 
 # p<0,05: maior resposta FR3 em comparação à extinção. 
 § p<0,05: tratamento com SB334867-A reduziu a resposta FR3 para 
etanol. 
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Discussão dos resultados do Estudo II 
 
A administração do antagonista do ORX1R, SB334867-A, diretamente 
no córtex pré-límbico diminuiu a busca do animal pelo álcool, efeito 
comportamental não observado quando a recompensa oferecida era um 
reforço natural, no caso, a sacarose. Bloqueio semelhante foi observado nos 
animais em que a administração do antagonista foi na área tegmental ventral.  
Estudos anteriores mostraram que o SB334867-A atenuou o 
restabelecimento da busca pelo etanol induzido por pistas ambientais tanto nos 
animais testados imediatamente após a extinção como também naqueles 
testados após cinco meses de abstinência. No mesmo estudo, tanto o 
restabelecimento imediato como o tardio aumentou a expressão de Fos, 
principalmente nos córtices infra-límbico, pré-límbico, orbitofrontal e piriforme. 
O tratamento com SB334867-A diminuiu a expressão de Fos principalmente 
nos córtices pré-límbico e orbitofrontal (Jupp et al., 2011b). No presente estudo, 
pudemos confirmar esses dados, pois observamos que a administração de 
SB334867-A no córtex pré-límbico atenuou a busca pelo etanol. 
Vários estudos investigam os substratos neurais e os mecanismos 
subjacentes à recaída pela busca de álcool, induzida por pistas. Estes estudos 
identificaram regiões comuns envolvidas nesta resposta, incluindo as áreas do 
PFC, NAc core e shell, regiões do Corno de Ammon do hipocampo e regiões 
basolateral e central da amígdala (Dayas et al., 2008; Radwanska et al., 2008; 
Zhao et al., 2011). 
Acredita-se que no restabelecimento da busca por uma droga, induzido 
por pistas, exista envolvimento do circuito córtico-estriatal (Kalivas e Volkow, 
2005; Koob e Volkow, 2010). Todas estas regiões estão associadas ao 
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comportamento da busca por uma recompensa e recebem projeções de 
neurônios orexinérgicos, das áreas hipotalâmicas dorsomedial, lateral e 
perifornical, e que contém receptores de OX1 (Baldo et al., 2003; Lasseter et 
al., 2009; Marcus et al., 2001; Peyron et al., 1998; Rocha e Kalivas, 2010). A 
via córtico-amigdalar-estriatal está envolvida no restabelecimento da busca 
pelo álcool, sendo que o NAc core seria uma das regiões associadas na 
mediação deste comportamento – ao inativar esta região, foi observada 
atenuação no restabelecimento da busca pelo etanol ou cocaína (Backstrom e 
Hyytia, 2007; Chaudhri et al., 2008). O PLC e o córtex orbitofrontal enviam 
projeções diretas para o NAc core (McFarland et al., 2003). Além disso, células 
piramidais do PFC recebem projeção orexinérgica (orexina-A; figura 26) e 
expressam receptores de OX1. A orexina-A aumenta a excitabilidade da 
camada de células piramidais do PFC, que é sensível ao antagonismo feito 
pelo SB334867-A (Li et al., 2010a; Marcus et al., 2001; Peyron et al., 1998; Xia 
et al., 2005). A inativação reversível do NAc shell, decorrente da administração 
dos agonistas GABAérgicos baclofen/muscimol restabelece o comportamento 
da autoadministração na ausência de cerveja, que havia sido extinto (Millan et 
al., 2010). Além disso, a inativação reversível conjunta do hipotálamo lateral 
previne o restabelecimento induzido pela inativação somente do NAc shell 
(Millan et al., 2010). Baseados nestes dados, podemos sugerir que ao bloquear 
um dos sítios de ação do sistema orexinérgico, que está relacionado com a 
recompensa a drogas, diminuímos a ativação da circuitaria de recompensa 
associada à saliência do incentivo. O restabelecimento não foi completamente 
bloqueado, pois provavelmente outros locais neuroanatômicos e até mesmo 
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sistemas de neurotransmissão também envolvidos na dependência de drogas, 
contribuíram em sentido oposto. 
Há evidências que sugerem que o bloqueio de receptores de OX1 tenha 
efeito bloqueador na busca pela droga por meio de sua ação na região da VTA 
(Harris et al., 2005; Wang et al., 2009). Nossos resultados comprovaram que 
esta região é necessária e há envolvimento dos receptores de OX1 no 
restabelecimento da busca pelo álcool. Outros autores observaram que a 
orexina-A aumenta o padrão de disparo de neurônios dopaminérgicos da VTA 
em fatias cerebrais de ratos (Korotkova et al., 2003). A administração intra-VTA 
de orexina-A aumenta os níveis extracelulares de dopamina no PFC e na 
região shell do NAc e a imunorreatividade de Fos em neurônios 
dopaminérgicos da VTA (Narita et al., 2006; Narita et al., 2007; Vittoz et al., 
2008; Vittoz e Berridge, 2006). 
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Figura 26: Representação esquemática do sistema orexinérgico. Neurônios 
que expressam orexina (pontos) se projetam amplamente por todo o cérebro, 
modulando diversas funções fisiológicas. PFC: cortex pré-frontal, (prefrontal 
cortex), NAcc: núcleo accumbens (nucleus accumbens), BNST: núcleo da 
estria terminal (bed nucleus of the stria terminalis), VTA: área tegmental ventral 
(ventral tegmental área), LH: hipotálamo lateral (lateral hypothalamus). Fonte 
original (Plaza-Zabala et al., 2012). 
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De acordo com nossos dados, também observamos que o efeito do 
SB334867-A administrado diretamente no córtex pré-límbico é dependente da 
substância utilizada como reforço. Desta forma, esta droga atenuou a busca 
pelo álcool, mas não pela sacarose, sugerindo especificidade e não um efeito 
recompensatório em geral. Vários estudos demonstraram que a orexina 
desempenha um papel crítico na ativação da busca por uma recompensa ou no 
comportamento apetitivo em resposta a um condicionamento ou estímulo 
discriminativo. Há dados que mostram que este antagonista, administrado 
sistemicamente, atenua a autoadministração de alimentos com alto conteúdo 
gorduroso, mas não o reestabelecimento (Nair et al., 2008). Da mesma forma a 
administração sistêmica de SB334867-A atenuou o restabelecimento da busca 
pela sacarose, mas não a autoadministração induzida pela presença de um 
agente estressor, a ioimbina (Richards et al., 2008). No modelo de 
restabelecimento induzido pelo contexto, no desenho conhecido como ABA, 
inicialmente, os animais são treinados para se autoadministrar uma 
recompensa em um determinado contexto (contexto A). Em seguida, a extinção 
é feita colocando-o em um ambiente diferente (contexto B). Ao ser reexposto 
ao contexto original (contexto A), espera-se que ocorra o restabelecimento da 
resposta de busca (Crombag et al., 2002; Fuchs et al., 2005). Utilizando este 
desenho experimental, Hamlin et al. (2006) demonstraram que o 
restabelecimento da busca pela sacarose, induzido pelo contexto, está 
associado com o aumento na expressão de Fos no NAc shell, no hipotálamo 
lateral, na amígdala basolateral e no córtex insular (Hamlin et al., 2006). De 
acordo com aquele estudo, podemos sugerir que no nosso estudo, os animais 
tenham restabelecido seu comportamento mesmo após a administração de 
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SB334867-A intra-PLC devido ao fato de este local não ser a principal região 
envolvida no restabelecimento pela busca de uma recompensa natural. 
Outros autores observaram o efeito do SB334867-A no bloqueio do 
restabelecimento a busca por outras drogas de abuso. O SB334867-A atenuou 
o restabelecimento da busca pela cocaína e pela heroína induzidos por pistas 
ambientais (Smith e Aston-Jones, 2012; Smith et al., 2009). Resultado 
semelhante foi observado em outro estudo, no qual a administração de 
SB334867-A atenuou a busca pela cocaína em ratos que retornavam ao 
mesmo ambiente no qual se autoadministravam a droga, um dia após um 
período de duas semanas de abstinência ou após a fase de extinção ter sido 
realizada em um ambiente distinto do local da autoadministração e do teste de 
restabelecimento. (Smith et al., 2010). Zhou et al. (2012) também mostraram 
que o SB334867-A regula o restabelecimento da busca por cocaína induzido 
por pistas ambientais. Em contrapartida, a administração 
intracerebroventricular de orexina-A, em ratos, restabeleceu a resposta de 
busca por cocaína, que havia sido extinta (Boutrel et al., 2005; Wang et al., 
2009). O mesmo comportamento foi observado em camundongos que se 
autoadministravam nicotina (Plaza-Zabala et al., 2010).  
Os dados do presente estudo sugerem que a região do córtex pré-
límbico, ainda pouco explorada quanto ao seu envolvimento no processo de 
recaída, está relacionada ao restabelecimento da fissura pelo álcool, 
envolvendo o sistema orexinérgico. A administração de SB334867-A nesta 
região ou na área tegmental ventral causou efeitos semelhantes, sugerindo que 
as projeções do hipotálamo lateral para o PLC e para a VTA estejam 
envolvidas na modulação do comportamento aditivo. 
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6. DISCUSSÃO GERAL 
 
 A vulnerabilidade às recaídas é uma das principais características dos 
transtornos aditivos e tem sido o alvo de várias intervenções terapêuticas 
(O’Brien, 2001). A compreensão das bases da adição requer o entendimento 
dos mecanismos fisiológicos de neuroplasticidade envolvidos neste processo. 
Como mencionamos na introdução, vários modelos animais têm sido 
propostos para avaliar os diversos aspectos da dependência de álcool. Cada 
modelo abrange determinados aspectos do comportamento aditivo, incluindo 
os diferentes padrões de uso da substância, as propriedades reforçadoras 
positivas e negativas das drogas, a síndrome de abstinência e as recaídas. 
Neste estudo, elegemos dois destes modelos para avaliar o envolvimento dos 
sistemas de neurotransmissão noradrenérgico e orexinérgico nas propriedades 
reforçadoras do etanol.  
 Na primeira parte deste estudo, verificamos que o funcionamento normal 
do sistema noradrenérgico é necessário para a clara observação da 
sensibilização comportamental ao etanol. De acordo com a nossa hipótese, ao 
bloquear os receptores alfa1-adrenérgicos observamos diminuição do efeito 
estimulante induzido pelo etanol. No entanto, diferentemente da nossa hipótese 
prévia, ao bloquear os receptores alfa2-adrenérgicos ou ao estimular o sistema, 
com a administração de um agonista alfa1-adrenérgico, foi observada uma 
redução da atividade locomotora induzida pelo etanol. Além disso, observamos 
que, após a exposição ao etanol, não houve expressão do fator de transcrição 
ΔFosB - um marcador de mudanças no funcionamento neuronal. Na segunda 
parte deste estudo, verificamos que o bloqueio dos receptores de orexina do 
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tipo 1 localizados no córtex pré-límbico ou na área tegmental ventral, reduziu a 
busca pelo álcool. Entretanto, o tratamento repetido não afetou a atividade 
locomotora e este efeito do antagonista não foi observado com recompensas 
naturais (consumo de sacarose), sugerindo que diferentes mecanismos 
estariam envolvidos neste processo.  
A compulsão pelo uso de uma droga e a recaída após um período de 
abstinência são características importantes que distinguem o comportamento 
aditivo de um uso controlado da droga. Além disso, de acordo com dados 
clínicos, o intenso desejo e a recaída, considerados os principais problemas da 
dependência de drogas em humanos, têm sido alvo de intervenções, mais do 
que o foco anterior que era atingir a abstinência (Shaham et al., 2003). 
Por meio de manipulações farmacológicas, foi demonstrado que drogas 
dopaminérgicas ou opioidérgicas que eliciam a resposta psicomotora 
sensibilizada também causam o restabelecimento da busca pela droga após 
um período de extinção (De Vries et al., 1998; De Vries et al., 2002; De Vries et 
al., 1999; Dias et al., 2004; Vanderschuren et al., 1999a; Vanderschuren et al., 
1999b; Vanderschuren et al., 1997). As mudanças neurais observadas após o 
desenvolvimento de sensibilização comportamental e as observadas no 
período de restabelecimento da busca pela droga (modelo de recaída) ocorrem 
nas mesmas vias neurais. Porém, os mecanismos envolvidos nestes processos 
não são idênticos e podem diferir entre animais com diferentes históricos de 
uso da droga (Vanderschuren e Pierce, 2010). 
As projeções noradrenérgicas originárias do LC que se dirigem para o 
córtex cerebral são densamente inervadas e moduladas por neurônios 
orexinérgicos (figura 27) (Date et al., 1999; Hagan et al., 1999; Peyron et al., 
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1998). Como mencionado inicialmente, os neurônios orexinérgicos estão 
localizados predominantemente no hipotálamo posterior e se estendem 
dorsalmente, medialmente e lateralmente ao fórnix (Peyron et al., 1998). 
Embora em número limitado, os neurônios orexinérgicos têm projeções 
extensas para todo o CNS e influenciam uma variedade de funções 
homeostáticas, podendo, também, modular as ações noradrenérgicas (de 
Lecea e Sutcliffe, 2005; Sakurai, 2005). 
Alguns autores já observaram que, em ratos, as orexinas estimulam 
seletivamente a liberação de noradrenalina em fatias cerebrais da região 
cortical. Esta liberação é mediada principalmente pelos receptores de OX1, e 
pode ser antagonizada por SB334867-A, um antagonista de receptor de OX1 
(Hirota et al., 2001). Semelhantemente, outros autores observaram que o 
SB334867-A antagoniza a ativação induzida pelas orexinas no LC, região onde 
o receptor OX1 é expresso fortemente (Hervieu et al., 2001; Soffin et al., 2002). 
Estes dados indicam que os neurônios orexinérgicos interagem com os 
neurônios noradrenérgicos. Além disso, ambos os sistemas estão envolvidos 
na regulação de funções cerebrais semelhantes, como a manutenção da vigília, 
estresse, processos recompensatórios e até mesmo na adição (Aston-Jones et 
al., 2009; Harris e Aston-Jones, 2006). Harris et al. (2005) demonstraram que 
neurônios orexinérgicos do hipotálamo lateral são ativados por pistas 
associadas a recompensas, tais como alimento ou drogas, e que, em roedores, 
a estimulação exógena dos neurônios orexinérgicos do hipotálamo lateral 
podem restabelecer um comportamento extinto de desejo por uma droga 
(Harris et al., 2005). 
Considerando que: 
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a) A integridade do sistema noradrenérgico é essencial para o 
desenvolvimento e a expressão da sensibilização induzida 
pelo etanol; 
b) O bloqueio do sistema orexinérgico aboliu o restabelecimento da 
busca pelo etanol em animais; 
c)  Ambos os sistemas modulam as vias mesolímbicas e 
mesocorticais; 
d) O sistema orexinérgico também exerce efeito modulador sobre o 
sistema noradrenérgico (figura 27), 
nós sugerimos que ambos os sistemas atuam na modulação das propriedades 
reforçadoras do etanol.  
 Os mecanismos envolvidos nas neuroadaptações associadas à 
dependência e álcool (e também de outras drogas) são complexos, envolvendo 
vários sistemas de neurotransmissão e neuromodulação, sendo necessários 
mais estudos para seu entendimento e investigação de possíveis alvos 
terapêuticos para tratamento das diversas fases da síndrome da dependência 
ao álcool. Utilizando diferentes modelos animais de dependência, 
acrescentamos algumas peças no enorme “quebra-cabeça” sobre as 
neuroadaptações e mecanismos envolvidos na dependência de álcool. Estes 
dados podem servir como base para futuros estudos que visem elucidar as 
bases neurobiológicas da dependência de álcool ou de outras drogas. 
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Figura 27: Modelo hipotético, baseado em estudos prévios, sobre a modulação 
dos sistemas orexinérgico e noradrenérgico sobre a neurotransmissão 
dopaminérgica e glutamatérgica do circuito recompensatório 
mesocorticolímbico. Legenda: Amy: amígdala; LC: lócus coeruleus; LH: 
hipotálamo lateral; PFC: córtex pré-frontal; VTA: área tegmental ventral; NAc: 
núcleo accumbens; em verde: projeções dopaminérgicas; em azul: projeções 
orexinérgicas; em vermelho: projeções noradrenérgicas; α1AR: receptor alfa1-
adrenérgico; α2AR: receptor alfa2-adrenérgico; Ox1r: receptor de orexina do 
tipo I; Ox2r: receptor de orexina do tipo II. Figura modificada de (Sharf et al., 
2010b) 
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7. Conclusões 
 
 Os sistemas de neurotransmissão noradrenérgico e orexinérgico têm 
importante papel na modulação dos efeitos reforçadores do etanol. Com base 
no modelo de sensibilização comportamental, concluímos que ao manipular o 
sistema noradrenérgico, independentemente de a droga ter sido um agonista 
ou um antagonista do receptor alfa1 alfa2-adrenérgico, não é possível observar 
os efeitos estimulantes do etanol, na presença de tais drogas. Além disso, 
como não houve expressão do fator de transcrição ΔFosB após exposição ao 
etanol, podemos concluir que nas condições utilizadas neste estudo não 
ocorreu sensibilização neuronal de longa duração. Utilizando o modelo de 
restabelecimento de busca pelo álcool, concluímos que o sistema orexinérgico, 
envolvendo o córtex pré-límbico e também a área tegmental ventral têm um 
papel importante na modulação da busca pelo etanol. 
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ABSTRACT 
Drug addiction, including alcohol addiction, involves complex 
physiological processes and is not characterized only by broad behavior and 
phenotype traits, but through many cellular and molecular adaptations. In this 
study we evaluated the pharmacological manipulation of different 
neurotransmitter systems, via two distinct behavioral animal models, whose aim 
is to analyze the reinforcement effects of ethanol behavior. In the first study, we 
evaluated the effect of noradrenergic and orexinergic drugs on the development 
and expression of behavioral sensitization to ethanol. Prazosin (an alpha1-
adrenergic antagonist) and yohimbine (an alpha2-adrenergic antagonist) 
decreased locomotor activity levels of mice in the development and the 
expression of ethanol sensitization. Phenylephrine (an alpha1-adrenergic 
agonist) reduced the activity levels only in the expression of sensitization. 
SB334867-A (an orexin 1 receptor antagonist) did not modify the locomotor 
activity of mice. In the second study, we evaluated the role of orexin 1 receptor 
in the prelimbic cortex on the cue-induced reinstatement in alcohol-seeking rats. 
The administration of SB334867-A intra prelimbic cortex or intra ventral 
tegmental area reduced such reaction in those animals, but not in sucrose-
seeking rats. The present study shows that both systems modulate the main 
reward dopaminergic pathway, and pharmacological manipulations could 
interfere in drug taking and addictive behaviors, being the basis for a future 
therapeutic target for alcohol/drug addiction. 
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ANEXOS  
 
 Anexo 1: aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade 
Federal de São Paulo/Hospital São Paulo (CEP 0766/08), em relação 
aos experimentos do Estudo I – parte A. 
 
 Anexo 2: aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa da Animal 
Resource Centre, da Howard Florey Institute/Melbourne Brain Centre 
(ARC 10-091), em relação aos experimentos do Estudo I – parte B. 
 
 Anexo 3: aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa da Animal 
Resource Centre, da Howard Florey Institute/Melbourne Brain Centre 
(ARC 11-041), em relação aos experimentos do Estudo I – parte B. 
 
 Anexo 4: trabalho de revisão de artigos científicos sobre o sistema 
orexinérgico, e será publicado no jornal Frontiers Neuroscience, 
elaborado em parceria com a Dra. Robyn M. Brown e o Dr. Andrew J. 
Lawrence. 
 
